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Streptomyces antibioticus from which a hydrolase can be isolated, and a 
method for obtaining epoxide hydrolases from a culture of a microorganism of 
the genus Streptomyces. 

2. Claims Nos.: 7-12 completely, and claim 15 partially 

Method for screening epoxide hydrolase according to which an epoxide- 
containing substrate is incubated together with an analyte and the non-reacted 
epoxide is detected with 4-nitrobenzyl pyridine (NBP) by color reaction. Use of 
said method for detecting microorganisms that have epoxide hydrolase activity, 
and method for obtaining epoxide hydrolases from a Streptomyces culture using 
said screening method. 
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Title: Enantioseiective epoxide hydrolases and genes encoding 
these . 

The present invention relates to (microbial) epoxide 
hydrolases and biocatalytic reactions yielding optically 
pure epoxides and diols. 

Optically active epoxides and 1,2-diols are important 
5 building blocks for the production of a range of optically 
active compounds that are needed for the production of 
pharmaceuticals and other fine chemicals. A number of 
strategies are available for the production of optically 
active epoxides (Schurig et al. 1992). An example that 
10 involves a catalytic asymmetric reaction is the Katsuki- 
Sharpless oxidation of unactivated double bonds, by means 
of an optically active titanium tartrate complex. A 
limitation is that the double bond must be in the allylic 
position relative to the hydroxyl group; this is necessary 
15 for coordination of the catalyst. Other procedures for the 
epoxidation of unf unctionalized prochiral alkenes have been 
developed using metalated salen- and porphyrin complexes as 
catalysts (Schurig et.al. 1992). These methods have a low 
selectivity for terminal epoxides and limited applicability 
20 due to high catalyst cost and low turnover numbers. In 

general/ the above methods cannot be applied economically 
on a large scale. 

Biocatalytic reactions yielding optically pure 
epoxides have been described (Beetham et al. 1993; Faber et 
25 al, 1996) . Lipases can be used for the resolution of 

racemic esters of epoxyalcohols to produce both enantiomers 
of the epoxyalcohol. Similarly, lipases may be used for the 
stereoselective resolution of esters formed from 
haloalcohols and a carboxylic acid. By trans- 
30 esterif ication, enant iomerically pure alcohols can be 
obtained, which may be converted to epoxides. 
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Biocatalytic production of epoxides is also possible 
by using mono-oxygenases . These enzymes require an 
unsaturated substrate and molecular oxygen. Reducing 
cosubstrates are required, and in general whole cells must 
5 be used to make regeneration of the cofactor economically 
feasible. Haloperoxidase based routes are also known. 
Haloperoxidases may produce optically active haloalcohols 
from alkenes. 

Enzymatic kinetic resolution is a possible technique 

10 for the production of optically active epoxides. Enzymes 

that hydrolyse epoxides are called epoxide hydrolases. They 
convert epoxides to diols by cleaving the epoxide ring with 
water. Epoxide hydrolases have been detected in mammals, 
insects, yeasts, fungi, other eukaryotic organisms, and in 

15 prokaryotic organisms. 

The epoxide hydrolases from higher eukaryotic 
organisms play a role in endogeneous metabolism and do not 
show strong substrate selectivity. They convert a variety 
of compounds formed from drugs by oxidative enzymes such as 

20 cytochrome P450. The sequence similarity of some epoxide 

hydrolases to dehalogenases (Beetham et al. 1995, Arand et 
al. 1994) suggests that they may act by covalent catalysis 
via a mechanism that does not allow racemisation 
(Lacourciere et al., 1993; Pries et al., 1994)., The epoxide 

25 ring is opened by a nucleophilic attack of an carboxylate 
residue, yielding a covalent ester intermediate. 
Subsequently this intermediate is hydrolysed and the diol 
is released. 

Production of epoxide hydrolases by eukaryotic 

30 organisms is well known. Most work has been done with crude 
microsomal preparations of liver tissue from rats or other 
mammals (Wistuba et al. 1992), Mammalian epoxide hydrolases 
have been studied in detail because epoxides are important 
in toxicology and in chemical carcinogenesis (Guengerich, 
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1982) . However, the enzymes from mammals, which are known 
to be stereoselective in some cases, are difficult to 
obtain and serve multiple functions in vivo. 

Styrene oxides are well investigated substrates for 
5 microsomal epoxide hydrolases. They have been used in a 
standard assay for determinaton of the activity of the 
enzyme. Styrene oxides with substituents on the ring were 
investigated for studies on the mechanism of this enzyme 
(Dansette et al. 1978). Further research showed that the 

10 microsomal epoxide hydrolase was able to hydrolyse 

enantioselectivily styrene oxide (Watabe et al. 1983) . The 
time course of this enzymatic hydrolysis showed a biphasic 
shape. At first the (R) -enantiomer is hydrolysed. After 90% 
conversion of the (R) -enantiomer , the (S) -enantiomer is 

15 hydrolysed at a much faster rate. This behaviour was 
explained by the fact that the (R) -enantiomer with a 
smaller Km could inhibit the hydrolysis of the faster 
reacting (S) -enantiomer (higher Km/ higher Vmax) . The 
enantioselective hydrolysis with mEH was also investigated 

20 with p-nitro styrene oxide (Westkaemper et al. 1980) and p- 
alkyl substituted styrene oxides (Belluci et al 1993 and 
1996) . Fungal or yeast enzymes are also known and used 
experimentally. These also are likely to serve 
detoxification functions or are involved in endogeneous 

25 metabolism and are also not very selective. Recently, 

epoxide hydrolases from Aspergillus niger have been used to 
resolve successfully styrene oxide (Chen et al. 1993) and 
para substituted styrene oxides such as p-nitro styrene 
oxide and p-chloro styrene oxide with high 

30 enantioselectivity towards the S-enantiomer (Nelliah et al. 
1996, Pedragosa-Moreau et al 1996) . Another fungus, 
Beauveria sulfurescens, showed high R-selectivity for 
styrene oxide. 
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However, production in prokaryotic expression systems 
of substantial amounts of the epoxide hydrolases that 
originate from eukaryotes has shown not to be practically 
feasible* Although many of the above enzymes can be studied 
5 experimentally, none of them is available for industrial 
biocatalytic application. Typical industrial processes 
which would benefit, however, from the availability of well 
defined epoxide hydrolases would be the preparation of 
enantiopure epoxides and 1,2-diols as for example is useful 
10 in the production of pheromones and vitamins. Bacterial 

epoxide hydrolases have been detected in epichlorohydrin- 
degraders (Nakamura et al. 1994, Jacobs et al. 1991), in 
organisms that degrade epoxysuccinic acid (Hand et al. 
1969) , and in organisms that convert nitrils (Hechtberger 
15 et al. 1993) . The bacterial epoxide hydrolases probably 

serve a function in the metabolism of endogenous compounds 
or epoxides produced by monooxygenases , and their 
selectivitity is not considered high. In a recent review on 
microbial epoxide hydrolases (Faber et al, 1996) it was 
20 observed that epoxide hydrolases could amply been found in 
eukaryotic cells but were rare in prokayotic cells. 
However, in some isolates from bacterial genera such as 
Corynejbacteriujn, Pseudomonas ^ Bacillus ^ Mycobacterium and 
Rhodococcus epoxide hydrolase activity has been observed. 
25 Faber et al also described that epoxide hydrolase activity 
could be induced in only a limited number of bacterial 
isolates, notably in Rhodococcus spp and in Mycobacterium, 
whereas isolates from Corynejbacterium and Pseudomonas spp 
did not show any epoxide hydrolase activity and epoxide 
30 hydrolase could not be induced by growing these latter 
species on a selective medium. In addition, Faber et al 
remark that, although prokaryotic epoxide hydrolases have 
some advantages above eukaryotic epoxide hydrolases, the 
enantioselectivities of microbial hydrolases (expressed as 
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enantiomeric ratio (ee) ) are low and highly substrate 
dependent. Faber further remarks, that only a few microbial 
strains possessing suitable epoxide hydrolase activity for 
a given substrate are known and prediction of suitable 
5 microbial strains is not yet possible, until, for example, 
the three-dimensional X-ray structure of an epoxide 
hydrolase has been solved. 

The present invention now surprisingly provides 
isolated micro-organisms that express epoxide hydrolases 
10 with a high enantioselectivity . Said micro-organisms 
represented and provided for by the invention can 
selectively degrade epichlorohydrin or related halopropanol 
compounds and their genome encodes a polypeptide having a 
highly enantioselective epoxide hydrolase activity. 
15 The isolated micro-organism which is the 

representative micro-organism provided by the invention is 
Agrojbacterium spp exhibiting high enantioselectivity. The 
micro-organisms provided by the invention essentially 
correspond to the micro-organism represented by 
20 AgroJbacteriujn radiobacter deposited under deposit number 
CBS 750.97. The terms "essentially correspond" or 
"essentially corresponding" refer to variations that occur 
in nature and to artificial variations of representative 
micro-organisms which can selectively degrade-. 
25 epichlorohydrin or related halopropanol compounds and are 
having enantioselective epoxide hydrolase activity. In 
particular said variations relate to variations in the 
epoxide hydrolase and functional fragments thereof which 
can be isolated from said micro-organisms and to variations 
30 in the genome of said organisms encoding epoxide hydrolase 
and functional fragments thereof. In particular, the terms 
"essentially correspond" or "essentially corresponding" 
relate to those variations that still allow detection of 
epoxide hydrolase or functional fragments thereof in tests 
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for epoxide hydrolase activity or detection of the genome 
(be it DNA or RNA) or fragments thereof encoding epoxide 
hydrolase or functional fragments thereof by hybridization 
techniques, (such as nucleic acid blotting or in situ 
5 hybridization) or amplification techniques (such as PGR) . 
The invention also provides a pure culture of the 
micro-organism, and a (lyophilized) preparation thereof. 
The invention also provides a crude or pure enzyme 
preparation derived from said micro-organism, preparing and 

10 purifying enzymes from micro-organisms comprise ordinary 
skills known in the art. In addition, the invention 
provides (partly) purified epoxide hydrolase. The enzyme 
provided by the invention has a molecular weight of 30-40 
kD as determined by SDS-polyacrylamide electrophoresis and 

15 contains 280-350 amino acids. Epoxide hydrolase as provided 
by the invention is generally water soluble, generally 
stable in Tris buffer at neutral pH and is generally able 
to convert epoxides with a broad specificity. It catalyses 
the conversion by covalent catalysis, using a nucleophilic 

20 aspartate. 

The invention now also provides the isolated gene (a 
recombinant DNA molecule) or parts thereof encoding at 
least a functional part of a polypeptide having epoxide 
hydrolase activity. Such genes or fragments thereof can for 

25 example be derived from micro-organisms essentially 
corresponding to those that can selectively degrade 
epichlorohydrin or related halopropanol compounds. 

Furthermore, the invention provides a recombinant DNA 
molecule encoding a polypeptide exhibiting enantioselective 

30 epoxide hydrolase activity. In figure 1, the coding nucleic 
acid sequence of the gene encoding the epoxide hydrolase of 
Agrobacterium radlobacter (deposit number CBS 750.97) is 
shown • 
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Furthermore, the invention provides genetically 
modified epoxide hydrolases with altered epoxide hydrolase 
activity. Modification is now possible because the 
functional catalytic site is known. The catalytic site 
5 comprises at least the amino acid residues at or around 
positions 107, 246 and/or 275 of the sequence shown in 
figure 1. The invention provides genomically related 
epoxide hydrolase in which at least one codon is mutated to 
encode for an amino acid providing the gene product with a 
10 modified epoxide hydrolase activity. Modification is now 
also possible because the invention provides host cells 
(such as bacteria or yeast cells, but many host cells are 
known in the field) that can be transformed via recombinant 
technology to express epoxide hydrolases and modified 
15 versions thereof, and functional fragments thereof. Such 
host cells can for instance be transformed with a vector 
comprising a recombinant DNA molecule encoding epoxide 
hydrolase activity derived from representative micro- 
organisms that can selectively degrade epichlorohydrin or 
20 related halopropanol compounds and which genome encodes a 
polypeptide having a highly enantioselective epoxide 
hydrolase activity. 

Now that epoxide hydrolase can be produced via 
recombinant DNA technology, it is possible to. obtain it in 
25 large quantities in a pure form. This enables for the first 
time crystallisation of epoxide hydrolase and resolution of 
its three-dimensional structure, allowing further 
prediction of microbial strains possessing suitable epoxide 
hydrolase activity for a given substrate, and allowing 
30 further selection of epoxide hydrolases with various 
selective specificities . 

The invention also provides a method of 
stereoselectively converting racemic mixtures of optically 
active epoxides to diols, using an epoxide hydrolase 
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obtained from a micro-organism or host cell provided by the 
invention. The intermediate- and end-products of this 
conversion are enantiomerically pure epoxides and/or 
enantiomerically pure diols that can easily be extracted 
5 from the reaction mixture by suitable extraction methods 
known in the art. In said method the reaction can be 
performed by a pure or semi-pure culture of the micro- 
organism or by a preparation thereof, or by a crude or pure 
enzyme preparation derived from said micro-organism or host 

10 cell, making industrial application of epoxide hydrolases 
as biocatalysts in a variety of reactions possible. 
Immobilized or free enzyme may be used. For immobilisation 
a wide range of techniques can be applied, for example the 
absorption of the isolated enzyme or the whole cells onto a 

15 water-insoluble macroscopic carrier. Some examples of 

carriers that can be used are Celite, cellulose, or ion 
exchange resins such as DEAE-cellulose or DEAE-Sephadex. 
Another technique is the covalent attachment on an 
macroscopic carrier such as porous glas or dextran. The 

20 isolated enzyme molecules can be crosslinked to each other 
using a crosslink molecule such as glutardialdehyde . The 
enzymes can also be entrapped into reversed micelles using 
an organic solvent and a detergent such as Aerosol OT. 

The epoxide hydrolase activity of epichlorohydrin- 

25 degrading organisms can be used for the kinetic resolution 
of mixtures of stereo-isomers of various epoxides, such as 
styrene oxides or other epoxides containing an aromatic 
group. These epoxides are represented by the formula given 
in figure 2. An epoxide is allowed to react in the presence 

30 of the epoxide hydrolase. After a certain amount is 

converted, the reaction is stopped and the product is 
isolated. 

The present invention is accordingly also embodied by 
the process for preparing enantiomerically enriched 
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10 



15 



epoxides and/or diols, comprising contacting a racemic 
epoxide of the formula 



wherein Rl and R2 are independently selected from the group 
of hydrogen and organic radicals with an isolated micro- 
organism capable of selectively degrading epichlorohydrin 
or related halopropanol compounds, said micro-organism 
being a representative of Agrojbacteriujn spp and comprising 
a nucleic acid molecule encoding a polypeptide having 
enantioselective epoxide hydrolase activity. 

Rl and R2 are preferably selected from the group of 
hydrogen and, optionally substituted, straight or branched 
alkyl, alkenyl, aryl, aralkyl, alkaryl groups. 

An enzyme preparation is obtained from the 
epichlorohydrin-degrading micro-organism Agrobacterium 
radiobacter or from a recombinant bacterium that expresses- 
an epoxide hydrolase gene obtained from an epichlorohydrin- 
degrading micro-organism. The epoxide hydrolase gene was 
cloned by means of the polymerase chain reaction. Based on 
the N-terminal and C- terminal amino acid sequence, two 
degenerate primers were designed. Chromosomal DNA was 
amplified and the resulting 900 bp PGR product was 
translationally fused in the Ncol- (startcodon) -site of 
pGEF+, resulting in pEH20. The gene is under control of the 
strong T7 promoter and typically 100-200 mg of purified 
epoxide hydrolase can be obtained from one liter of culture 
of E.coli BL21. The fl origin of replication makes it a 
suitable mutagenesis and sequence vector. The epoxide 
hydrolase is produced by growing a host cell in a fermentor 
under conditions which cause expression. Both constitutive 



O 




R2 
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production or induced production of the enzyme is possible. 
Alternatively, the DNA encoding for the epoxide hydrolase 
of an epichlorohydrin degrading bacterium is cloned into an 
expression vector by PGR amplification and cloning of the 
5 amplified DNA or by cloning of restriction enzyme 

fragments. The cloned DNA is expressed by induction or by 
stimulating expression of a specific polymerase. 
Subsequently, the epoxide hydrolase is produced under 
standard conditions. 

10 The epoxide hydrolase is remarkably similar to 

haloalkane dehalogenase from Xanthobacter autotrophicus 
GJIO, both in structure and reaction mechanism. Based on 
homology, we classify this enzyme as an a/ft hydrolase fold 
enzyme. The catalytic triad residues (Asp'^*" -His^^^ -Asp''^) 

15 are identified by sequence similarity and by mutation. 

Further it is shown that the reaction mechanisms of epoxide 
hydrolase proceeds via a covalently bound ester 
intermediate. The three dimensional structures of 
bromoperoxidase A2 and haloalkane dehalogenase are solved 

20 and their structural elements are displayed in the sequence 
alignment in figure 3.. Also the consensus of four secondary 
structure prediction programs for epoxide hydrolase is 
shown. Clearly, the predicted structural elements of the 
main domain coincide. The sequence alignment shows that the 

25 catalytic residues of bromoperoxidase A2 and haloalkane 
dehalogenase are also conserved in epoxide hydrolase 
(marked by D and H) 

The plot in figure 4 shows the topology of the a/ft- 
hydrolase fold of bromoperoxidase A2 and haloalkane 

30 dehalogenase. The main domain consists out of a central ft- 
sheet surrounded by a-helices. The cap domain is formed out 
of a-helices and is specific for each enzyme. The catalytic 
triad residues, the nucleophile {D107) , histidine (H275) , 
and the acid residue (D24 6) occupy preserved positions in 

3 5 the topology. 
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Sequence similarity studies pointed out the residues 
Aspl07, His275, and Asp246 as the catalytic residues of 
epoxide hydrolase, i.e. the functional part thereof. 
Mutants were constructed to support this hypothesis. All 
5 mutant enzymes were expressed in crude extract as soluble 
enzyme and in quantities comparable to wild type epoxide 
hydrolase. Steady state activities were determined in crude 
extract. Aspl07Ala, Aspl07Glu, His275Arg and His275Glu 
mutants were not catalyt ically active, only the Asp246Ala 
10 mutant had residual activity left. 

Single turnover experiments with the mutant His275Arg 
enzyme and epichlorohydrin which were quenched after 
different reaction times showed that epichlorohydrin 
disappeared within seconds without the formation of 
15 product. We conclude that the diol formed from 

epichlorohydrin is covalently bound to the enzyme. 

The reaction that we postulate but that in no way can 
be seen as limiting the invention for epoxide hydrolase is 
as follows. Asp'°^ performs a nucleophilic attack on the 
2 0 primary carbon atom of the epoxide ring. Incorporation of 
labelled water occurs only at the primary carbon atom. 
A water molecule • that • is activated by His'"' attacks the 
. carbonyl function of Asp'°\ and product is released. Asp''^ 
has a charge relay function. In analogy with Trp^" in 
25 haloalkane dehalogenase , Phe^°^ could be involved in 

substrate binding. We also expect the presence of a proton 
donor group, located in the cap domain. 

In conclusion, the epoxide hydrolase of 
Agrobacterium spp. belongs to the class of a/B-hydrolase 
30 folded enzymes. The displayed sequence similarity, the 
structural features (secondary structure prediction and 
circular dichroism) , the inactive active site mutants, and 
the existence of an ester intermediate are all in 
agreement . 

35 It is now possible to study the kinetics of epoxide 

hydrolase by performing rapid quench and stopped flow 
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experiments. Stopped flow experiments are possible since 
substrate is able to quench the fluorescence signal of some 
of the tryptophans present in epoxide hydrolase. 
Also, it is possible to mutate (replace) the amino acids 
5 (e.g. tryptophans) that are involved in substrate binding. 
Either with site-directed mutagenesis or random 
mutagenesis, it is possible to modify the substrate 
specificity and the stereoselectivity of epoxide hydrolase. 
The epoxide hydrolase has the following characteristics. 

0 •34 kDa monomeric enzyme (approximately 2 94 amino acids) 

• high expression in E. coli and stable at 4'C for at 
least half a year 

• epoxide hydrolase contains considerable amounts of a- 
helical and ft -stranded structure as is demonstrated by 

5 Circular Dichroism 

• epichlorohydrin is a suitable substrate (V^,,^ 2 5 ^mol 
min'^.mg. protein"^, < 30 \iM) 

Its DNA sequence is shown in figure 1. It is generally 
soluble, generally stable in Tris buffer at neutral pH and 

0 is able to convert several epoxides with a broad 

specificity. The epoxide hydrolase is isolated and used 
directly or stored as a lyophilised preparation. For 
lyophilization, the enzyme is dialysed against a suitable 
buffer. Immobilised or free enzyme may be used. 

5 The asymmetric hydrolysis of the substrate is 

generally conducted in aqueous solution. The pH of the 
solution is maintained by means of a buffer. Maximum enzyme 
activity is obtained at pH 9 but a range of pH 5 to 11 can 
be employed. The composition of the buffer can for example 

0 be Tris/H2S04, potassium phosphate or glycine/NaOH . The 
maximum enzyme activity is obtained at a temperature of 
50°C, but the reaction can be conducted at a temperature 
ranging from 5**C to 65°C. The substrate concentration used 
to measure the enzyme activity is from 1 to 20 mM. In case 
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of poorly soluble substrates, the water solubility can be 
increased by adding a miscible organic cosolvent such a 
DMSO. Also other organic solvents can be used. Generally a 
higher cosolvent concentration increases the maximum 
5 solubility of the substrate, but it must not be so high as 
to inactivate the enzyme. The epoxide can also be 
introduced as a second phase. This can either be done by 
dissolving the epoxide in a non-miscible organic solvent 
such as octane or the epoxide itself can be added, as a 
10 liquid or a solid. This is then brought into contact with 
an aqueous phase containing the enzyme and the two phases 
are subsequently vigorously mixed. After completion of the 
reaction, the epoxide can easily be recovered or obtained 
from the organic solvent. 
15 in a typical experiment, the substrate is dissolved in 

a quantity of buffer, with or without cosolvent, to a 
concentration of 1 mM to 250 mM. The lyophilised enzyme 
preparation is dissolved in a small quantity of buffer and 
is allowed to stabilise for some time. The enzyme solution 
20 is subsequently mixed with the buffer solution. 

The reaction is monitored by analysis of the degree of 
conversion of the epoxide or by appearance of the product 
of the conversion, the diol. This is determined by sampling 
a part of the reaction liquid and extracting it with an 
25 appropriate organic solvent. For the extraction of the 

epoxides diethyl ether can for example be used and for the 
diol ethylacetate can for example be used. 

The enantiomeric composition of the epoxides is 
determined by a gaschromatography using a chiral column 
30 such as CP-cyclodextrin-b2,3,6-M19. Using the epoxide 
hydrolase, a large number of epoxides containing an 
aromatic group can be isolated in enantiomerically pure 
form by degrading the unwanted enantiomer. This can be done 
for e.g. styrene oxide, p-methylstyrene oxide. 
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x-methylstyrene oxide, f enylglycidyl ether, and glycidyl 
tosylate (figure 5) . The enantiomerically pure product may 
be used for the synthesis of various other optically active 
compounds . 



Example 1 

The production of styrene oxide with recombinant 
epoxide hydrolase Agrobacterium radiobacter strain ADl 

10 expressed in B.coli. The epoxide hydrolase gene was cloned by 
means of PGR by using degenerate primers that were designed 
on the amino acid sequence of the N- terminus and the C- 
terminus that was known from publication in literature. Total 
DNA of Agrobacterium radiobacter strain ADl was isolated from 

15 cells cultivated on 1 , 3~chloro-2 -propanol using standard 

procedures. The gene of interest was amplified and cloned in 
an expression vector behind a T7 -promoter of a plasmid such 
as pGEF, and brought to expressioin in E.coli. The 

recombinant enzyme was produced by fermentation. The whole 
20 cells were subsequently lyophilised or a crude cell -free 
extract was prepared by ultrasonic disruption and 
cetrifugation of the cells followed by a purification step 
with an anion exchange column. Finally the extract was 
dialysed against a Tris-buffer, lyophilised and stored at 
25 4°C. 

Prior to use the lyophilised cell -free extract 
(0,50 mg) was suspended in Tris buffer (pH 9.0, 50 mM, 
0.5 ml) . A flask containing a solution of 5 mM styrene oxide 
in Tris buffer (pH 9.0, 50 mM, 20 ml) was incubated at 30°C 

30 and the previously prepared enzyme solution was added. After 
50 minutes the reaction was stopped and the remaining styrene 
oxide was extracted with diethyl ether. The enantiomeric 
purity of the styrene oxide was extracted with diethyl ether. 
The enantiomeric purity of the styrene oxide was determined 

35 by chiral gas chromatography on a P-cyclodextrin phase (CD- 
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cyclodextrin-b-2,3,6-M-19) at 95°C. The remaining (S) - 
enantiomer of the styrene oxide had an e.e. of 99% and a 
yield of 65%. 

5 Example 2 

An amount of the lyophilised cell -free extract 
(4.5 mg) was suspended in Tris buffer (pH 9.0, 50 mM, 1 ml). 
A flask containing a solution of 5 mM phenyl glycidyl ether 
in Tris buffer (pH 9.0, 50 mM, 100 ml) was incubated at 30°C 

10 and the prepared enzyme solution was added. After 15 minutes 
the reaction was stopped and the remaining epoxide was 
extracted with diethyl ether. The enantiomeric purity of the 
remaining (R) -enantiomer was determined by chiral gas 
chromatography using a cyclodextrin column. The remaining 

15 (R) -enantiomer of the phenyl glycidyl ether had an e.e. > 99% 
and a yield of 55%. 

Example 3 

An amount of the lyophilised cell -free extract 
20 (0.7 mg) was suspended in Tris buffer (pH 9.0, 50 mM, 1 ml). 
A flask containing a solution of 5 mM para-chlorostyrene 
oxide in Tris buffer containing 10% DMSO (pH 9.0, 50 mM, 
20 ml) was incubated at 3 0°C and the prepared enzyme solution 
was added. After 15 minutes the reaction was stopped and the 
25 remaining para-chlorostyrene oxide was extracted with diethyl 
ether. The remaining (S) -enantiomer of the para-chlorostyrene 
oxide had an e.e. > 99% and a yield of 67%. 

Example 4 

30 An amount of the lyophilised whole recombinant cells 

(5 mg) was suspended in Tris buffer (pH 9.0, 50 mM, 1 ml) . A 
flask containing a solution of 5 mM styrene oxide in Tris 
buffer (pH 9.0, 50 mM, 100 ml) was incubated at 30°C and the 
prepared whole cell suspension was added. After 65 minutes 

35 the reaction was stopped and the remaining styrene oxide was 
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extracted with diethyl ether. The remaining (S) -enantiomer of 
the styrene oxide had an e.e. of 99% and a yield of 56%. 

Exait^le 5 

5 An amount of the lyophilised cell -free extract 

(100 mg) was suspended in Tris buffer (pH 9.0, 50 mM, 10 ml). 
A flask containing a solution of 50 mM styrene oxide in Tris 
buffer with 20% (v/v) DMSO (pH 9.0, 50 mM, 1000 ml) was 
incubated at SO^'C and the prepared enzyme solution was added. 
10 After 125 minutes the reaction was stopped and the remaining 
styrene oxide was extracted with diethyl ether. The remaining 
(S) -styrene oxide had an e.e. > 99% and a yield of 60%. 

Example 6 

15 An amount of the lyophilised cell -free extract 

(25 mg) was suspended in Tris buffer (pH 9.0, 50 mM, 1 ml) . A 
flask containing a solution of 5 mM glycidyl tosylate in Tris 
buffer with 10% (v/v) DMSO (pH 9.0, 50 mM, 100 ml) was 
incubated at BO'^C and the prepared enzyme solution was added. 

2 0 After 20 minutes the reaction was stopped and the reamining 
epoxide was extracted with diethyl ether. The remaining (R) - 
enantiomer of the glycidyl tosylate had an e.e. > 99% and an 
analytical yield of 45%. 

25 

Figure legends 

Figure 1 

Complete DNA and amino acid sequence of the epichlorohydrin 
30 epoxide hydrolase gene echA from Agrohacterium radiobacter 
deposited at the Centraalbureau voor Schimmelcultures under 
number CBS 750.97, The residues shown at amino acid 
position 107, 246 and 275 comprise catalytic residues of 
epoxide hydrolase. 
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Figure 2 

Substrate for epoxide hydrolase I, wherein Xi is 
represented by II, III, IV or V and X2, Ri, R2/ R3, Ri and R5 
are independent from each other so that single as well as 
multiple substituents can be applied. These can be for 
example a hydrogen atom, a halogen atom, a nitro group, an 
alkyl group, a hydroxyl group, or a cyanide group. The 
length of the aliphatic chain can be n=0,l,2 or 3 and m=l,2 
or 3 . 



Figure 3 

Sequence alignment of EchA with other hydrolases. The 
sequences were aligned using the multiple alignment program 
ClustalW and are shown in order of sequence similarity to 
15 the epoxide hydrolase cloned in this study. Six conserved 
amino acids are marked with #, four or five conserved 
residues are marked with +. The nucleophile is marked by N, 
the catalytic histidine by H, and the catalytic acid 
residue by A. Below the sequence alignment, the predicted 
20 secondary structure elements of EchA, and the determined 

secondary structures of DhlA and BpA2 are shown. li-Strands 
are shown as arrows (numbered as for DhlA) and a-helices 
are shown as waves. Sequences: EchA, epoxide hydrolase from 
A. radiobacter strain ADl;DehHl, f luoroacetic. acid 
25 dehalogenase from Moraxella sp. strain B;sEHs, soluble 
epoxide hydrolase from potato; sEHh, soluble epoxide 
hydrolase from human; BpA2 , bromoperoxidase A2 from 
Streptomyces aereoJfaciens; DhlA, haloalkane dehalogenase 
from Xanthobacter autotrophicus GJIO and mEHh, microsomal 
30 epoxide hydrolase from human. 

Figure 4 

Topology of the a/R hydrolase fold of epoxide hydrolase 
from Agrobacterium radiobacter. Arrows indicate (5-strands, 
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boxes indicate a~helices. The numbers printed in large font 
indicate B-strands, those in small font indicate the 
residue numbers according to the amino acid sequence. The 
positions of the three catalytic triad residues is 
5 indicated- 
Figure 5 

Kinetic resolution of aromatic epoxides by epoxide 
hydrolase from Agrobacterium radiohacter 
0 a) determined by injection of optically pure compound 

b) determined by optical rotation 
c) in 10% DMSO. 
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CUVIMS 



10 



1. An isolated micro-organism capable of selectively 
degrading epichlorohydrin or related halopropanol 
compounds, said micro-organism being a representative of 
AgroJbacterium spp and comprising a nucleic acid molecule 
encoding a polypeptide having enantioselective epoxide 
hydrolase activity. 

2. A micro-organism according to claim 1, said micro- 
organism essentially corresponding to the micro-organism 
Agrojbacterium radiobacter deposited May 7, 1997 at 
Centraalbureau voor Schimmelcultures under deposit number 
CBS 750.97. 

3. A pure culture, or a preparation thereof, of a micro- 
organism according to claim 1 or 2 . 

4. A crude or pure enzyme preparation, comprising a 

15 polypeptide or functional fragments thereof, having epoxide 
hydrolase activity, said polypeptide derived from a micro- 
organism according to claim 1 or 2 . 

5. A polypeptide or functional fragments thereof, having 
epoxide hydrolase activity, said polypeptide (fragment) 
derived from a micro-organism according to claim 1 or 2 . 

6. A polypeptide having enantioselective epoxide hydrolase 
activity, said polypeptide having a catalytic mechanism 
based on a catalytic triad formed by two aspartate and one 
histidine groups, preferably as defined in figure 1. 

25 7. A polypeptide according to claim 5 or 6, having an amino 
acid sequence that corresponds for at least 90% to the 
sequence of figure 1 . 

8. A recombinant DNA molecule comprising a nucleotide 
sequence encoding at least a functional part of a 
30 polypeptide having epoxide hydrolase activity. 
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9. A recombinant DNA molecule according to claim 8, wherein 
said polypeptide exhibits enant ioselective activity. 

10. A recombinant DNA molecule according to claim 8 or 9, 
said nucleotide sequence being derived from a micro- 

5 organism according to claim 1 or 2 . 

11. A recombinant DNA molecule comprising at least a 
functional part of the sequence of figure 1, preferably at 
least 90%, and coding for a polypeptide having epoxide 
hydrolase activity. 

10 12. A recombinant DNA molecule according to claim 11 
wherein said polypeptide exhibits enantioselective 
activity. 

13. A recombinant DNA molecule according to any of claims 9 
to 12 wherein at least one codon is mutated to encode for 

15 an amino acid providing the gene product with a modified 
epoxide hydrolase activity. 

14. A vector for expression of a polypeptide (fragment) 
having epoxide hydrolase activity in a host cell comprising 
a recombinant DNA molecule according to any one of claims 

20 7-13. 

15. A host cell for expression of a polypeptide (fragment) 
having epoxide hydrolase activity comprising a vector 
according to claim 14. 

16. A host cell according to claim 15 which is a bacterium 
25 or a yeast cell. 

17. A method for producing a polypeptide (fragment) having 
epoxide hydrolase activity comprising the use of a micro 
organism according to claim 1 ore 23, or a host cell 
according to claim 15 or 16. 

30 18. A pure culture, or a preparation thereof, of a host 
cell according to any claims 15 or 16. 
19. A crude or pure enzyme preparation, comprising a 
polypeptide or functional fragments thereof, having epoxide 
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30 



hydrolase activity, said polypeptide derived from a host 
cell according to claim 15 or 16. 

20. A polypeptide (fragment) having epoxide hydrolase 
activity obtainable by a method according to claim 17. 

21. A polypeptide (fragment) according to claim 20, wherein 
said polypeptide exhibits enantioselective activity. 

22. Use of a polypeptide (fragment) according to claim 5, 
20, or 21 to stereoselectively convert racemic mixtures of 
optically active epoxides to diols. 

23. Use of a micro-organism according to claim 1 or 2, or a 
host cell according to claim 15 or 16, or a culture, or 
preparation thereof, according to claims 3 or 16 or a 
enzyme preparation according to claims 4 or 19 to fully of 
partly and stereoselectively convert racemic mixtures of 

15 optically active epoxides to diols. 

24. Use according to claims 22 or 23 to prepare enantiopure 
epoxides and diols. 

25. Process for the enzymatic hydrolysis of epoxides, said 
process comprising contacting a racemic epoxide with a 

20 polypeptide according to claim 5, 13 or 21 and/or a micro- 
organism according to claim 1 or 2, or a host cell 
according to claim 15 or 16, or a culture, or preparation 
thereof, according to claims 3 or 18 or a enzyme 
preparation according to claims 4 or 19 to fully of partly 

25 and stereoselectively convert racemic mixtures of optically 
active epoxides to diols. 

26. Process for the preparation of substantially pure 
optically active epoxides and/or diols by 
stereospecifically hydrolysing a racemic mixture of 
epoxides using a broadly specific microbial epoxide 
hydrolase yielding preparations of optically active 
epoxides or diols with at least 95% e.e. 

27. Process for the preparation of substantially pure 
optically active epoxides and/or diols by 
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stereospecif ically hydrolysing a racemic mixture of 
epoxides using a microbial epoxide hydrolase yielding 
preparations of optically active epoxides with at least 99% 
e . e . 

28. Process for preparing enantiomerically enriched 
epoxides and/or diols, comprising contacting a racemic 
epoxide of the formula 




R2 



10 wherein Rl and R2 are independently selected from the group 
of hydrogen and organic radicals with an isolated micro- 
organism capable of selectively degrading epichlorohydrin 
or related halopropanol compounds, said micro-organism 
being a representative of Agrobacterium spp and comprising 

15 a nucleic acid molecule encoding a polypeptide having 
enantioselective epoxide hydrolase activity. 
29. Process according to claim 28, wherein Rl and R2 are 
selected from the group of hydrogen and, optionally 
substituted, straight or branched alkyl, alkenyl, aryl, 

20 aralkyl, alkaryl groups. 
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laaa 60 



atgactatcagaagacccgaagactttaaacaccacgaagtgcagttaccagacgtg. 

r,i:.T^irTfHYEVQLPDVK 20 



atccactacgtccgcgagggagcgggtccgacactgtcgctgttgcacggctggcccggg 120 
I H Y V R E G A G P T L L L L H G W P G 40 

ttctggtgggagtggagcaaggtcataggbccgctcgcagagcactacgatgtcattgtt 180 
p W W E W S K V I G P L A E H Y D V I V 60 

cccgacctgcgcggcttcggtgaccccgaaaagccggacttaaacgacttgtccaagtac 240 
p O L R G F G D S E K P D L N D L S K Y 80 

tcgctcgacaa'agcggccgacgaccaagcagccc.tctcgacgcactagggattgaaaag 300 
S L D K A A D D Q A A L L D A L G I E K 100 



gcgtacgtcgttggcc< 
A Y V V G H 



catcgtcctccataaattcattcgaaagtac 360 
FAAIVLHKFIRKY120 



at gacitcgcggc 



agcgatcgagtcatca 
S D R V I 



aagcagcgatctttgaccctatccagcccgactttgggccggtc 420 



KAAIFDPIQ 



p D F G P V 140 



tacttcggct 



cggggcacgtccacgagtcgtggtactcgcaattccatcaactagatatg 480 



YFGLGHVHESWYSQ 



F H Q L D M 160 



gccgttgaggtcgcgggctcgagtcgcgaggcgcgcaagaagtacttcaaacacttcttc 540 
A V E V V G S S R E V C K K Y F K H F F . 180 



Fig. 1 
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gatcactggtcataccgggatgagctgcccactgaggaagaacttgaggttcacgtcgat 600 
° " " ^ ^ ^ ^ E L L T E E E L E V H V D 200 

aactgtatgaagcctgacaacattcacggaggcttcaactactatcgtgccaacataagg 660 
''^^^^°'^IHGGFNYYRANIR220 

cccgatgccgctctgcggacagacctcgatcatacgatgagcgaccttccagtaacaatg 720 
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Epoxidhydrolasen aus Streptomyces 
Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrifft verbesserte Epoxidhydrolasen, welche aus 
BeJcterien der Gattung Streptomyces sp- isolierbar sind, ein neues 
Verfahren zur enzymatischen Trennung von Epoxid-Enantiomerengemi- 
10 schen, ein neuartiges Nachweisverf ahren fiir Epoxidhydrolaseakti- 
vitat, ein Screening-Verf ahren zum Kachweis von Epoxidhydrola- 
seaktivitat und die Veirwendung von Bakterien der Gattung Strepto- 
myces sp. und der daraus gewonnenen Epoxidhydrolasen zur enan- 
tioselektiven Epoxidhydrolyse . 

15 

Die zunehmende Bedeutung enantiomerenreiner Verbindungen vor al- 
lem in der pharmazeutischen und der agrochemischen Industrie er- 
fordert einen sicheren und wirtschaftlichen Zugang zu optisch ak- 
tiven Substanzen. Fiir die Darstellung von enantiomerenreinen Dio- 
20 len und Bpoxiden steht eine Reihe von Methoden zur Verfiigung: 

Bei der asymmetrischen chemischen Synthese von Epoxiden geht man 
von einer prochiralen Verbindung aus. Durch Vewendung eines chi- 
ralen Reagens, beispielsweise einer chiralen Persaure, eines chi- 

25 ralen Dioxirans bzw- Oxaziridins oder eines chiralen Borats, ei- 
nes chiralen Auxiliars oder eines chiralen, metallischen Oder 
nicht-metallischen, Katalysators wird ein chirales Epoxid gebil- 
det. Der bekannteste Weg zur Darstellung chiraler Epoxide ist die 
Sharpies s-Epoxidierung von Alkenolen, z.B. von Allylalkoholen, 

30 mit Hydroperoxiden in Gegenwart von tibergangsmetallkatalysatoren. 

Auch die Herstellung von enantiomerenreinen Diolen auf biochemi- 
schem Weg ist bekannt. Mikroorganismen mit Epoxidhydrolaseaktivi- 
tat katalysieren die regio- und enantiospezif ische Hydrolyse von 

35 Epoxiden. Sie spalten die Etherbindung in Epoxiden unter Bildung 
von Diolen. Es wurden bereits einige Bakterienstaiame beschrieben, 
die es ermoglichen, eine breite Auswahl an racemischen Epoxiden 
enantioselektiv zu hydrolysieren. Die Zahl der bekannten Epoxid- 
hydrolasen und ihre Anwendung fiir die organische Synthese ist je- 

40 doch bislang begrenzt. Bekannte Stamme mit Epoxidhydrolaseaktivi- 
tat sind beispielsweise Aspergillus niger LCP521, Bacillus sulfu- 
rescens ATCC 7159, Rhodococcus species NCIMB 11216 und andere. 

Die bekannten Stamme mit Epoxidhydrolaseaktivitat weisen jedoch 
45 oft ein begrenztes Substratspektrum und geringe Reaktionsge- 

schwindigkeiten auf. Auch sind die mit diesen Staimnen erreichba- 
ren Enantioselektivitaten vielfach zu gering [Grogan, G., et al.. 
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FEMS Microbiology Lett. 141 (1996), 239 - 243; Kroutil, W. , et 
al-. Tetrahedron Lett. (1996), 8379 - 8382]. Die bekannten Stainine 
sind genetisch schlecht zuganglich und teilweise schwierig kulti- 
vierbar. Deshalb liegen bisher nur zwei Epoxidhydrolasen [Coryne- 
5 bacterium sp. C12, (Misawa, E., et al., Eur. J. Biochem. 253 
(1998), 173 - 183) und Agrobacterium radiobacter ADl (Rink, R. , 
et al., J.Biol.Chem. 272 (1997), 14650 - 14657)] rekombinant in 
E.coli vor. Auch die Reinigung der aus den Mikroorganismen erhal- 
tenen Epoxidhydrolasen wurde bisher nur bei Rhodococcus species 

10 NCIMB 11216 [Faber, K., et al.. Biotechnology Lett. 17 (1995), 
893 - 898] und Norcardia EH 1 [Kroutil, W. , et al J. Biotechnol. 
61 (1998), 143 - 150] beschrieben. Sie war in beiden Fallen sehr 
aufwendig. Die Anreicherung von Epoxidhydrolase aus Corynebacte- 
rium sp. C12 wird von Misawa, E., et al., Eur. J. Biochem. 

15 253,(1998) 173-183 beschrieben. 

Zusatzlich erschwert wird die Suche nach neuen epoxidhydrolase- 
haltigen Mikroorganismen dadurch, daB das Screening, d.h. die sy- 
stematische Suche, nach neuen Epoxidhydrolase produzierenden Mi- 
20 kroorganismen, z.B. in mikrobiologischen Stammsammlungen , bisher 
sehr zeitaufwendig war- Dies liegt daran, daB zum Screening vibli- 
cherweise Verfahren eingesetzt werden, bei denen die einzelnen 
Ansatze auf geeirbeitet und einzeln gas- bzw. f liissigkeitschromato- 
graphisch untersucht werden miissen. 



Eine erste Aufgabe der Erfindung war es daher, neue Epoxidhydro- 
lasen mit erweitertem Substratspektrum und/oder verbesserter 
Reaktivitat und/oder verbesserter Enantioselektivitat bereitzu- 
stellen. AuBerdem sollten die neuen Epoxidhydrolasen insbesondere 
30 dadurch besser zuganglich sein, daB sie aus nicht-pathogenen, 

leicht kultivierbaren Organismen isolierbar sind und auBerdem ge- 
gebenenfalls eine gute molekularbiologische Zuganglichkeit auf- 
weisen. 

35 Eine zweite Aufgabe der Erfindung war die Bereitstellung eines 
Verfahrens zum schnelleren und einfacheren Nachweis von Epoxidhy- 
drolase, was auch ein verbessertes Screening auf Epoxidhydrolase 
produzierende Mikroorganismen ermoglichen sollte. 

40 Eine dritte Aufgabe der Erfindung war die Bereitstellung eines 
verbesserten biochemischen Verfahrens zur Trennung von Epoxid- 
Enantiomerengemischen und damit eines verbesserten Verfahrens zur 
enantioselektiven Umsetzung von Epoxiden, das einen einfacheren 
Zugang zur enantiomerenreinen Diolen und/oder Epoxiden ermog- 

45 licht. 



25 
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Eine vierte Aufgabe der Erfindung bestand darin, neue Epoxidhy- 
drolase produzierende Mikroorganismen bereitzustellen . 

Uberraschenderweise wurde obige erste Aufgabe gelost durch Be- 
5 reitstellung von Epoxidhydrolasen (E.C. 3.3.2.3) aus Mikroorga- 
nismen der Gattung Streptomyces sp. Epoxidhydrolase-Aktivitat 
wurde in Mikroorganismen dieser Gattung bisher nicht beschrieben. 

Die erfindungsgemaflen Epoxidhydrolasen besitzen wenigstens eine 
10 der folgenden vorteilhaf ten Eigenschaften im Vergleich zu bisher 
bekannten Epoxidhydrolasen : 

verbesserte Enantioselektivitat bei der Spaltung von enantio- 
merer Epoxide; 
15 - verbessertes ( erweitertes ) Substratspektrum; 
verbesserte Reaktivitat; 

bessere molekularbiologische Zuganglichkeit ; 

bessere biochemische Zuganglichkeit aufgrund leichterer Kul- 
tivierbaurkeit der Mikroorganismen. 

20 

Eine "verbesserte Enantioselektivitat" im Sinne der Erfindung ist 
gegeben, wenn bei im wesent lichen gleichem Umsatz ein hoherer 
Enantiomereniiberschufl erzielbar ist. 

25 Ein "erweitertes Substratspektrum" in Sinne der Erfindung bedeu- 
tet, daB racemische Gemische mehrerer Epoxide umgesetzt werden. 

Eine "verbesserte Reaktivitat" im Sinne der Erfindung bedeutet, 
daB die Umsetzung mit hoherer Raum-Zeit-Ausbeute erfolgt. 

30 

Gegenstand der Erfindung sind insbesondere solche Epoxidhydrola- 
sen aus Streptomyces, die wenigstens eine der folgenden Eigen- 
schaften aufweisen: 

35 a) hydrolytische Epoxidspaltung eines Styroloxids, wie z.B. Sty- 
roloxid Oder eines am Phenylring oder Epoxidring ein- oder 
mehrf ach substituierten Derivats davon, wie insbesondere ei- 
nem in meta- oder para-Stellung durch Nitro oder Halogen, 
insbesondere Chlor oder Broro, monosubstituierten Styrolo- 

40 xids, und wenigstens einer weiteren Verbindung ausgewahlt un- 

ter 3-Phenyl-ethylglycidat, n-Hexan-1 , 2-oxid, n-Decan-1,2- 
oxid und indenoxid, welche gegebenenf alls ein- oder mehrf ach 
durch Substituenten, vorzugsweise gemaB obiger Definition, 
substituiert sein konnen; 

45 
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b) Umsetzung eines Racemats von Styroloxid mit einer Enantio- 
selktivitat E > 2, wie z.B. > 10^ wie etwa 10 bis 100, zu 
{S)-Phenyl-l,2-ethanol gemafi der im folgenden angegebenen Re- 
aktionsgleichung (A) , wobei diese Umsetzung mit ganzen Zellen 
5 Oder einem Zellhomogenat oder einem angereicherten oder ge- 

reinigten Enzympraparat durchfiihrbar ist und bevorzugt in Ge- 
genwart eines Cosolvens, wie 5 bis 10% (v/v) DMSO erfolgt. 

GemaB einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm werden Epoxidhydrolasen 
10 bereitgestellt , welche aus Bakterien der Gattung Streptomyces 
sp., insbesondere aus der Art S. griseus, S- thermovulgaris, S. 
antibioticus r S. arenae und S. fradiae, vorzugswelse aus den 
Staramen Streptomyces griseus (DSM 40236 und DSM 13447), Strepto- 
myces thermovulgaris (DSM 40444 und DSM 13448), Steptomyces are- 
15 nae Tu 495 (DSM 40737 und DSM 12134) Streptomyces antibioticus Tii 
4 (DSM 12925) oder Streptomyces fradiae Tu 27 (DSM 12131) iso- 
lierbar sind. 



Besonders bevorzugt ist die aus Streptomyces antibioticus Tii 4 
20 (DSM 12925) isolierbare Epoxidhydrolase . Dieses Enzym ist durch 
seine ausgepragte Enantioselektivitat bei der Umsetzung von 
(R/S) -Styroloxid (I) gemaB folgender Reaktionsglelchung (A) 




zu (S )-Phenyl-l , 2-ethandiol (III) unter Nicht-Hydrolyse von 
(R) -Styroloxid (II) charakterisiert . So katalysiert dieses Enzym 
in einem Reaktionsmedium, enthaltend 10 %(v/v) DMSO als Losungs- 
vermittler, obige Umsetzung unter einer Enantioselektivitat von E 
= 13 und einem EnantiomereniiberschuB ee[%] = 99 fiir (II) und 
ee[%] = 14 fur (III) . 

Die Isolierung des Enzyms wird in den Ausfiihrungsbeispielen naher 
beschrieben. Soweit keine naheren Angaben gemacht werden, erfolgt 
die Enzym- Anreicherung mit Hilfe biochemlscher Standardverf ahren, 
wie z.B. beschrieben von T.G. Cooper in Biochemische Arbeitsme- 
thoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New York, (1981). Bei- 
spielsweise eignen sich Reinigungsverf ahren, wie Fallung, z. B. 
mit Ammoniumsulf at , lonenaustauschchromatographie, Gelchromato- 
graphie, Af f initatschromatographie, z. B. Immunoaf f initatschroma- 
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tographie und isoelektrische Fokussierung, sowie Kombinationen 
solcher verfahren. 

Gegenstand der Erfindung ist aufierdem einen neuer Streptomyces- 
5 StLm niit der Bezeichnung Streptomyces antibioticus Tu 4, hxnter- 
legt bei der DSMZ unter der Hinterlegungsnummer DSM 12925 und Va- 
rianten und Mutanten dieses Stammes. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls funktionale Analoga der 
10 erfindungsgemaB bereitgestellten Enzyme, wie Varxanten, Allele 
und Mui^anten, welche Epoxydhydrolase-Aktivitat 

zugsweise, wenigstens eine der obengenannten vorteilhaften Exgen 
schaf^en aufweisen. 

15 Obige zweite Auf gabe konnte uberraschenderweise gelost werden 
durch Bereitstellung eines optischen Nachweisverf ahrens fur Epo- 
xidhydrolase, wobei man 



a) 



20 



b) 



25 



einen Analyten, z.B. eine Mikroorganismenkultur , xn welchen 
man Epoxidhydrolaseaktivitat vermutet, mit einem epoxxdhalti- 
gen Substrat fiir die Epoxidhydrolase unter Reaktxonsbedxngun- 
gen inkubiert; 

nicht umgesetztes Epoxid mit 4-Nitrobenzylpyridin (NBP) unter 
Bildung eines bei 560nm absorbierenden Farbstoffs chemisch 



umset:z'b; und 



c) den Ansatz aus Schritt b) auf Abnahme der Farbstof fkonzentra- 
tion, relativ zu einem Epoxidhydrolase-f reien Kontrollansatz 
30 suialysiert . 

Das erfindungsgemafie Nachweisverf ahren ist qualitativ, z.B. als 
Spottest, Oder quantitativ durchf Uhrbar . Beim quantxtatxven Ver- 
fahren bestimmt man zunachst quantitativ die relative Abnahme der 
35 Farbstof fkonzentration, z.B. photometrisch durch Bestrmmung der 
Absorption bei 560 nm, und ermittelt daraus die Epoxxdhydrola- 
seaktiviat im Analyten. 

Als Analyt sind grundsatzlich geeignet Mikroorganismen P^r se, 
40 wie z.B. Proben aus einer frisch gezogenen Kultur 

ums, zellhomogenisate davon oder Fraktionen dxeser Zellhomogenx- 
sate nach einer Auf reinigung . Vorzugsweise wird der Test mxt gan- 
zen zellen oder nach AufschluB der Zellen, z.B. mit Ultraschall 
Oder Lysozym, durchgef uhrt . 



45 
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Beispielsweise ist das Verfahren anwendbar auf den Nachweis von 
Epoxldhydrolase in Bakterien aus der Gattung S^reptomyces . 

Vorzugsweise wird das Nachweisverf ahren so durchgef uhrt , daB man 
5 einer frisch gezogenen Kultur des Mikroorganismus eine Probe ent- 
nimmt, diese auf schlieJit, von Zellf ragmenten befreit und mit ei- 
nein Epoxld, welches ein Substrat fiir das zu -tes-bende Enzym un- 
fasst, zugibt und mischt. Erf order lichenfalls kann man in dem An- 
satz die Reaktionsbedingungen durch iibliche MaJinahmen, wie z.B. 

10 durch Zugabe von Puffer, Einstellen der Reaktionstemperatur und 
dergleichen, optimieren. Bevorzugt verwendet man zur Verbesserung 
der Loslichkeit des Epoxids im wasserigen Reaktionsmedium ein Co- 
solvens. Geeignete Cosolventien sind z.B. Dimethylsulfoxid 
(DMSO), Dimethylformamid (DMF), Ethanol oder Aceton. Optimale Re- 

15 aktionsbedingungen fiir Epoxidhydrolasen aus S-trepbomyces umfas- 
sen: 



Reaktionsmedium: Natriumphosphatpuf f er pH 8,0, 0,1 M, 10% (v/v) 

DMSO 

20 pH-Bereich: 6-8 
Temper at ur: 30-37 
Reakt ionsdauer : 2-20 Stunden 
Substrat- 

konzentration : 0,1 bis 0 , 8 molar 

25 

Vorzugsweise verwendet man als Substrat Styroloxid, 3-Phenylgly- 
cidat, Hexan-l,2-oxid, Decan-l,2-oxid und/oder Indenoxid in enan- 
tiomerenreiner Form oder als Enantiomerengemisch. 

30 Zur Entwicklung der Farbreaktion wird anschliel3end der pH-Wert 
durch Zugabe einer Base, wie z.B. Triethylamin^ eingestellt. An- 
schlieflend gibt man NBP, z.B. in einer Konzentration im Bereich 
von etwa 3 bis 10 , vorzugsweise etwa 5 % (w/v) in Methoxyetha- 
nol, hinzu. Als Losungsvermittler fiir den gebildeten Farbstoff 

35 gibt man z.B- Triethylenglycoldimethylether in ausreichender 

Menge hinzu. Den Ansatz inkubiert man schlieJ31ich bei etwa 35 bis 
45, vorzugsweise 3 9^0 und bestimmt anschlieBend die Absorption bei 
560 nm, vorzugsweise gegen eine Referenz bei 650 nm. Aus einem 
Vergleich mit einem enzymfreien Kontrollansatz kann man die Ab- 

40 nahme der Absorption und damit die Abnahme von Epoxid quantitativ 
bestimmen . 



Gegenstand der Erfindung sind auch Screening-Verf ahren zum Nach- 
weis von Mikroorganismen mit Epoxidhydrolaseaktivitat und/oder 
45 mit der Befahigung zur enantioselektiven Hydrolyse von Epoxiden, 
umfassend das oben beschriebene Nachweisverf ahren. Dieses eignet 
sich besonders zur systematischen Untersuchung von Stammsammlun- 
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auf Epoxidhydrolaseaktivitat. 

K dritte Aufgabe Konnte Uberraschenderweise gelost warden 
Obige dritte Auxg «o^fahrens zur Trennung von Epoxia 

50 %-igem umsatz, umsetzt; und 

.u.,sproau>ct t«n„. und das - --'^-^^ ,e..ntlicnen 
UBsetzunqsprodukt und/oder das jerBie 
enantiomerenreine Edukt reinigt. 

25 oxide' gemaB obiger Definition. 

^«nd der Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Ein weiterer Gegenstand ^er Erf^na g ^^durch gekenn- 

Gewinnung von Epoxydhydrolasen (B.C. 3.3.2 
zeichnet, daJ3 man 

a. aus einer Kui.ur eines Mikroorgan-us der Ca.tung S.rep.o.y 
ces sp. ein zellhomogenat herstellt; 



5 

a) 

10 



b) 

15 

c) 



20 



b) 

35 



aas Hc»o,ena. .raX.icnier. wo.ei ^^/^T^^^^^' 

r u:^:^^.™^^:^.^^,.^ -i.^ oe.ini.ion. 

stet; und 

.0 c) Pra..ionen .i. Epoxid.ydroiase--.ivi- vereinig. und gege- 
benenfalls weiter f raktionxert . 

^- -™ w«4-T-ifft. die verwendung ei- 
Kin le«.er Gegenstand --^"';"4^"^J,"":i^"3 „i.=roor,ani.»^^ der 
„er erfindungsge^n Epo^idhydrolase e.^_^^^^_^^^^^ 

4S Gattung streptomyces sp. , emes ispo 
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zeigt: 
Figur 1 



nates davon Oder einer Fraktion dieses HomogeStes zur enantio. 
elektiven Hydrolyse von Epoxiden. enantxos- 

Die Erf indung wird durch die nachfolgenden Beispiele und unter 
IIZIT ^eiliegenden Pigu.en n.her erlMute^ T^l 

Meflergebnisse fur die Farbstof fbildung aus NBP und Epoxid 
be. verschxedenen Styroloxidkoneentrationen. Aufgetragen 
K col" ^ in AnsMtzen in Gegen^^rt von 

E* coll ^^^-^---y (schwarze Kreise), ohne 

^ii. ^i^^ ""^ (schwarze Quadrate, und 

mat zelllysat von E. coli DH5a nach NBP-Assay (schwarze 
Drexecke,, jeweils nach 45 Minuten bei den angegeb^nen 
15 Styroloxidkonzentrationen. angegebenen 

Figur 2 den zeitlichen Verlauf der Racematspaltung von Styroloxid 

durch d.e Epoxidhydrolase aus S. antibiotLs Tu4 (dsT 

20 ^^f^J <«>-Styroloxid (schwarze Quadrate); eer%] 

fc^r ; ' (schwarze Krei-se, ; Untsltzji] 

( schwarze Dreiecke ) ; ^ ^ 

Figur 3 den EinfluB verschiedener Cosolventien auf die Hydrolyse 

IT. (Sr^2925,'"^°^ Bpoxidhydrolase aus s. antLiotCus 
Tu4 (DSM 12925); aufgetragen ist ee[%] (R) -Styroloxid in 
Abhangagkext von der Cosolvenskonzentration (%(v/vn 
^eton (schwarze Quadrate); DMSO (schwarze Kreise) dmf 
(schwarze Dreiecke). 

30 Beispiel 1 : Validierung eines Testsystems fiir Epoxidhydrolase 
a) Styroloxid als Substrat 

35 f "/f ^--ier Organismen (E. coli DH5a) wurden in 

Lt^T ^"i^i--" und aufgeschlossen. Jeweils urde" 
TtllTt: -"-den auf 4 Vertiefungen eIner M^kro 

llrll T Zellaufschlui. wurden 50 m Aceton ^it 

loLl 0 '''' ""^^/^ (Sta««nl6sung), 

40 sLTJ^r^'siun^e^b'-"^^^^^ '"^^'^^ hinzugegebe^n! ole L5- 

T^^irr • 30OC inkubiert. Nach Zugabe von 25 ul 

Trxethylamxn (TE), 50 ^1 p-Nitrobenzylpyridin (NBP 5 vol \f ^ 

3 oc^nTb"'''^"^'^'°'''"^^^^^^^^^^ nochiS:'4 Zulll bei 

e!n! ''^^^ anschlieflend die Absorption bei 560 nin g^gen 
eane Referenz bei 650 nm gemessen. 

45 
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in Fiaur l^dargestellt. Die Absorption nahm 
Die Ergebnisse sxnd in Figur i aaxy oeshalb zeigt die 

laseaktivitat an. 
^ b) 3-Phenylglycidat als Substrat 

Beispiel la) wurde .i. de. ^^^^^^^^^^^ rndlLrelne 

nicht hydrolysiertem Epoxid. 

c) Hexan-l,2-oxid als Substrat 

n,it der Abanderung viederholt, daJi als Sub- 
15 Beispiel la) ^^f .^lf^l^Zl „,,^e Auch hier f and sich exne 

ve^bleibenden Menge an 

nicht hydrolysiertem Epoxid. 

20 d) indenoxid als Substrat 

™it der Abanderung wiederholt, dali als Sub- 
Beispiel la) wurde mit der Aoana y ^^^^ Lmea- 

25 nicht hydrolysiertem Epoxxd. 

■ -.1 2- screening ,erschiedener streptomyces-Sta^me auf Epo- 
riS;^ol.;e!SrivitL .it Styrdoxid ai. Suh.trat 

30 «.io, Beispiei 1 wuraen — --rerr,^tS:nrtrr^^ 

cee-StS^ne ecwie als -'""^■'"^r^ getestet . Dieienigen ver- 
Battung Rhodococcus sp. (NCIMB 11216) g Kontrolle ent- 

tiefungen der «iWotiterplatte »^=^,^ton tBlaufSrbung) wahrend 
hielten «igten eine intensive ^"^^"^^"^^^ ,„SM 12925, und 
,3 in vertie.u„,en ^t Strepto„yce= t^^^^^^ .^.idhy^- 

r.n!ri:!:."nrh:eir.ar'war .Brgehmsse nicht ge.eigt,. 
Beispiel 3= Kultivierung des Sta^^s streptc^ces antihioticns 
40 Tu4 

Oie Kultivierungen wurden sowohl in 250 Schut^lKolb^^^^^^^^^^ 
auch in einem 30 1 Fermenter durchgefuhrt, wobex 
nicht kontrolliert vmrde. 

45 
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a) 250 ml Fermentation: Die Kultivierungsdauer betrug im 250 ml 
Maiistab zwischen 48 und 72 Stunden bei 30oc. 



b) 



30 1 Fermentation: 2 Schuttelkolben mit je 1 1 Malzmedium [10 
5 g Malzextrakt, 4 g Hefe, auf 1 1 mit Leitungswasser aufge- 

fullt und autoklaviert, sterilfiltrierte Glucose (4g/l End- 
konzentration) wurde nach dem Autoklavieren hinzugegeben ] 
wurden mit Sporen von Streptomyces antibioticus TU4 an- 
geimpft; anschlieflend wurde 48 Stunden geschuttelt {30oc, 210 
10 U/mxn). Mit 2 1 dieser Vorkultur wurden 20 1 Malzmedium (Zu- 

gabe von 0,5 1 20 gew.-%ige Glucoseldsung zu 20 1 Malzex- 
trakt/Hefelosung) angeimpft, wobei sich fur ein moglichst 
disperses Wachstum der Kolonie die vorherige Homogenisierung 
(Glashomogenisator, Braun Chemie) empfiehlt. Es wurde im 30 
15 1-Fermenter bei 30oc 24 Stunden geriihrt (17 1/min 02, 200 U/ 

min), dann wurde die Fermentation abgebrochen. Die Zellen 
wurden bei 4000 U/min 30 Minuten abzentrif ugiert und mit TE- 
Puffer (pH 7,3, 1 mmol/1 EDTA) gewaschen. Die Biofeuchtmasse 
betrug 318 g. Die Zellen wurden in 400 ml TE-Puffer (pH 7 3 
20 mmol/1 EDTA) resuspendiert . ' ' 

Beispiel 4: Anreicherung Epoxidhydrolase aus S. antibioticus Tu4 



25 a) ZellaufschluB: 



Fur die Versuche mit auf geschlossenen Zellen wurden die kulti- 
vierten Zellen durch Filtration oder Zentrif ugation abgetrennt 
und zweimal mit Phosphatpuffer (0,1 mol/1 NaCl, 10 mmol/1 EDTA) 

30 gewaschen. AnschlieBend wurde eine Suspension (10% w/v) im glei- 
Chen Puffer mit zusatzlich 10 mg/ml Lysozym hergestellt. Die Sus- 
pension wurde 1 Stunde bei 30^0 inkubiert und anschlieflend zweimal 
36 5 Minuten, dazwischen 1 Minute Pause, im Eisbad mit Ultra- 
schall aufgeschlossen (Branson Sonifier W250, Output SOW). Die 

35 erhaltene Losung wurde 60 Minuten bei 32 500 x g abzentrif ugiert 
und filtriert (0,22mm Sterivex-GP Filter, Millipore) 



b) Aufarbeitung des Zellextraktes 



40 



45 



Eine mit emem Anionenaustauscher gefiillte Saule (Super Q 650M 
Toso Haas, 60 ml Volumen) wurde mit 25 ml Tris/HCl-Puf f er (pH ' 
8,1) aquilibriert, dann wurden 15 ml des Rohextraktes aufge- 
bracht. ES wurde mit 2 mol/1 NaCl-Losung mit folgenden Gradienten 
eluiert ; 

1. Gradient: 30 ml NaCl-LSsung (0-12 Gew.-% ), 
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2. oradient= 60 -l BaCl-I*sun"(n - 35 «».-%.. 

« - -C..:..u„, ,100 Oe..-.,. K..<,.iXi.ri«„„, .i. 
60 ml Tris/HCl-Puffer. 

vmrde bei 280 nm durchgefuhrt. 

• oinen Fraktionen wurde mit dem NBP-Assay 
Die Aktivitat der ^^"^f ^^^^^^"3 ^en Fraktionen in die Vertxe- 

10 untersucht. Hierzu ^^^^^^^^^'^^.f^^rgegeben und der NBP-Assay mit 
fungen einer 96er ,uvor beschrieben durchge- 

dem Biomek 2000 PiP«^^^^"°'*°'^" ^Styroloxid (2,6 mol/1) 
fUhrt. Bs wurden 50 m ^--^^^^^^''ll^^^^Zl, da die Zugabe von 
verwendet, urn die ^--°--^^/,:;::fgrrelner Verringerung der 

15 Aceton in einer relatxv zu '^-f^l ^^^^^ versuchsdurchfUhrung 
Enzymaktivitat fuhren " ^^^^^^.^iebenen vorgehensweise . 

erfolgte analog zu der ^^^f ^^^^f ^^^^^^^n die gesaxate Epoxid- 
m der Anreicherung konnte in 
Sdrolaseaktivitat detektiert werden. 

Beispiel 5: U.setzung von Styroloxid .it Bpoxidbydrolase aus S. 

antibioticus Tu4 

a) DurchfUhrung der Reaktion 

Z foS"r%'^-il:^I^ --^^^^^ — • 

HO die Reaktion durch Zugabe von 30 ml Essig- 
30 Uach 24 Stunden wurde die waflrige Phase vmrde extra- 

saureethylester abgebrochen, ^"^/^^ ^^^^ eingeengt. Die gas- 

.iert. Die o^^-^;-- -::%rgr efnenTn^^ 

rrtra^rre^mrvon lOO^ und des Produkts .ee..*n von 14. 

35 -^^^ ehiralen Substanz, welche in (R)- 

Die Enantiomerenreinheit einer p^^^^^^er ee (Enantiome- 

und in (S)-Fonn auftritt wird folgende allgemeine 

renuberschuJi) ausgedruckt. Dieser 1st 
Gleichung definiert: 
*® eel%l = l(Xft-XB)/(XA+XB)]* 100 

.orin X. und X. .Ur den MolenbrucH von Enantio„.r A bzw. B ste.en. 

w oT-folate durch chirale 
.5 Die »n.ly=e der ^^-'^^^^^^^I^g^^,..! 75«C isotherm, 130 
^TZTV^Tll'^'^'^^^-^^^^ — Kapiiiar..uie 
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Spliri-roo^^r^s" I-angerv^ehe, (H2 Tragergas, 

£>piit 1:100, 0,25 nun X 50 mm). 

Die Analyse des Produkts Phenyl- 1, 2 -ethandiol erfolgte unter fol 

^^°«C ische™ unter ansonsten g^eicTen Be.^. 

Die Enantioselektivitat E einer enzymatischen Reaktion ist eine 
von substratkonzentration und Umsatz unabhangige Konstant^ fUr 

nach T Heaktion ohne Produk inhibition 

nach folgender Fonnel zu berechnen: -"-o^ion 



E = 



( Vmax/Km) (R)-Enantiomer/ ( Vnax/K„ 



15 



20 



- {ln[(l-U)(l-ees)]}/{in[(i-u)(i+ees)]} 

- {ln[ ( 1-U) (1+eep) ]}/{in( ( i-o) (1-eep) j } 

worin ees der Enantiomereniiberschufl des Substrats und ee„ der 

EnantiomerenviberschuB des Produkts ist nnH r, T ^ 

r, / "oaujtrs ist und der Umsatz u nach der 

Fonnel u = ees/ (ees+eep) berechenbar ist- 



25 



Die Auswertung erfolgte gemafi Chen, C.S. 
J.Am.Chem.Soc. 104, 7294. 

b) Ennittlung der Enantioselektivitat 



, et al., (1982) 



des ZeLluLcir^ des Reaktionsverlaufs wurden 1,5 ml Ansatze 
«!h.!^ii ? "^"^ 7 Styroloxid in ver- 

schraubbaren 2 ml Reaktionsgef aflen bei 30oc geschuttelt und nLh 

30 3: iT ':'h'" Hssigs^ureetbylester extra^iert 

30 Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse. 



Tabelle 1: 



zeit [hj 

0,5 

1 


ees%[%j 
11 


eept%J 
66 


Umsatz [%] 
15 


5 

7 

24 


"iT 

33 
91 

100 


26 ' 

22 

21 

14 


TF 
59 
82 

H7 
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Bei.pi.l 6= Hy^olyse von Styroloxld durch die strep^omyc- 

->tn ml Kultor des organiKnus wurden in 200 ml 
Ganze zellen einer 250 "^"""^ " resuspendiert . Dazu gab man 
, Ha.ri^phoapna.puf£er »;,f ^^^^^^^^ea^ionsanaatz wurde 
500 |<1 styroloxid und 10% (v/v) Erlenineyerkolben ge- 

30^ mit 210 up„ f ;-^',Vn ^™hilden.n Uinterval- 
schUttelt. Proben (1,5 ml) wurden in ^goo „p„ 3 

len zur KontrcUe des «f ™rirDieth"Sh;r e«rahie«. oie 
10 Minuten zentrifugiert und mit "° "t"„ „atriumsul£a1: getrock- 
o.,.„i.cnen ^-i::^ — r z:r^a i:::::g^s .nan.i»«ere»Uber- 

net und gaschromatographrscn , j^^^^itat wie oben be- 

ri"yr.rr o-r^^reTi^ in .igende. x^lle 2 
15 zusammengefaJit: 

Taibelle 2: 




25 



30 



a ( R ) -Styroloxid 
b ( s ) -Phenyl- 1 , 2 -ethandiol 

Beispiel 7. EinfluB von cosolven.ien aui die Styroloxid-Bydro- 
lyse. 

Bei.pi.1 e wu.de wi.der.ol., ^i^-^^' ^^^J^^'^T^oTir 
Mikroorganismus verwende^ "^^.^egeben wurden. Die 

,ers=niedene„ '^^^;,Zr"T^s'^::^^TTZsl. 5 . ™ und 
!!rr^%™ - ITne' zunU des Enan.iomeren«berscbu.s.s 
und damit der Enantioselektivitat. 

Beispiel 7= Hydrolyse von -Penyle.nylglV=id« .3-.^^^^^ »^ »— 
can-l,2-oxid durch Bpoxidhydrolasa au. s. antibiot 

Beispiel 5 wurde wiederholt, wobei anstelle von Styroloxid 3-PEG 
*0 Tzt n!Lcan-l,2-oxid .Is substrat eingesetzt wurde. 

a) umsetzung von 3-PEG: ^^foiote die gaschromatographi- 

*5 (5 min), 10 oc/min 



35 
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o) Umsetzung von Decan-1 , 2-oxici 

Das gebildete Decan-1 , 2-diol wurde mit Aceton und p-Toluol- 
sulfonsaure als Katalysator in Ethylacetat derivatisiert . 
Isopropyliden-decan-l,2-diol wurde bei 120 oq unter den in 
5 Beispiel 5 angegebenen Bedingungen analysiert. 
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15 

patentanspriiche 

iv r 3 3 2 3) aus einem Mikroorganismus der 
1. Epoxidhydrolase (E.G. 3. 3. 2. J) « 



5 

2 



Gattung streptomyces sp. 

.pox«o.,3e n.=^ -sprue. """" 
stens eine der folgendeu ErgeMChaften. 

can-l,2-oxiden und indenoxiden; 

ce. sp., insbesondere '-^^^^^^f^^^'s^ fradiae, vorzugsweise 
JO ris, S. antibioticus, S. 40236 und DSM 

aus den StS^men Streptomyoe. 9^"^"' <^ „„d DSM 13446, 

1344,,. S«eP-°^=- J™ Tdsm 2«S,. S.repro^es are- 

^rr.:^°:osr:«r3rrd%s: ui34, odar s«ap.»^.s .ra. 

25 diae Tu 27 (DSM 12131). 

.ibioticus TU 4 hinterlegt bei der DSMZ unter 
4. Streptomyces ,2925 
der Hinterlegungsnuimner DSM 12925. 

„ «on EDoxid-Enantiomerengemischen, da- 
30 5 verf ahren zur Trennung von Epoxid 
durch gekennzeichnet, daB man 

-»™^=r.h welches ein Epoxidhydro- 
a) ein Bpoxid-Enantiomereng^xsch we^^^^^^ 

lase-substrat ,^^IZJ HLy^oor<,^isnus der 

,5 einem der Anspruche 1 bxs 3, e ^^^lase-haltigen 

—Lr^rr :!n;r%rjrd Jsas e<«.ana«s 

inkubiert; 



c) das Reaktionsgemisch auftrennt. 

45 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , daB man 
ein Enantiomerengemisch eines Epoxids umsetzt, das ausge- 
wahlt ist unter Styroloxiden, S-Phenylglycidaten, He- 
xan-l,2-oxiden, Decan-1 ,2-oxiden und Indenoxiden. 

7. Nachweis verfahren fiir Epoxidhydrolase, wobei man 

a) einen Analyten, in welchen man Epoxidhydrolaseaktivitat 
vermutet, mit einem epoxidhaltigen Substrat fur die Epo 
xidhydrolase unter Reaktionsbedingungen inkubiert; 

b) mit nicht umgesetztem Epoxid in Anwesenheit von 4-Nitro 
benzylpyridin (NBP) eine Parbreaktion durchfuhrt; und 

15 c) den Ansatz aus Schritt b) auf Abnahme der Parbstof fkon- 

zentration, relativ zu einem Epoxidhydrolase- freien Kon- 
t rol lans at z analy s iert . 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man 

20 die relative Abnahme der Parbstof fkonzentration quantitativ 

bestimmt und daraus die EpoxidhydrolaseaktiviSt im Analyten 
ermittelt . 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB der 
25 Analyt ein Mikroorganismus , ein Homogenat davon oder eine 

Fraktion dieses Homogenates ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Mikroorganismus ein Bakterium aus der Gattung Streptomyces 

30 sp. ist. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das epoxidhaltige Substrat Styroloxid, 3-Phe- 
nylglycidat, Hexan-1, 2-oxid und/oder Indenoxid in enantiome- 

35 renreiner Form oder ein Enantiomerengemisch davon ist. 

12. Screening-verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen mit Epo 
xidhydrolaseaktivitat und/oder mit der BefShigung zur enan- 
tioselektiven Hydrolyse von Epoxiden, umfassend ein Nachweis 

40 verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 11. 

13. verwendung einer Epoxidhydrolase gemafl einem der Anspruche 1 

bis 3, eines Mikroorganismus der Gattung Streptomyces sp., 

eines Epoxidhydrolase-haltigen Homogenates davon oder einir 

45 Fraktion dieses Homogenates zur enantioselektiven Hydrolyse 

von Epoxiden. 
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„ ver£.hre. zur Gewinnung von Epoxydhydrolasen (E.C. 3.3.2.3,. 
dadurch gekennzeichnet, dalS man 

aus einer Kul.ur eines Mi.roorganis.us de. Ca..ung S.rep- 
toniyces sp. ein zellhomogenat herstellt, 



c) 



.as Ho^ogena. fra..ionier. wobei^n^ie ^^-^^^^^^^^ 

unter Anwendung eines Nachweisverfahrens gemai 
Anspriiche 7 bis 11, testet; und 

PraKtionen mit: Epoxidhydrolase-AX.ivit.i: vereinig. und 
gegebenenfalls waiter f raktioniert. 



20 



25 



30 



35 



40 



45 
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method for obtaining epoxide hydrolases from a culture of a microorganism of 
the genus Streptomyces. 

2. Claims Nos.: 7-12 completely, and claim 15 partially 
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INTERNATIONALER 



RECHERCHENBERICHT 



/e^ . Ben.,^n„„ ^ ,en An.p^ Hen. c i.e ... ... ,, ; 



ln» rationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07211 



efwiesenhaben (FortseUung von PunW 2 auf Blatt 1 



1- i I AnsprOche Nr. 

well siesich auf Gegenstandobeaeh*. = ^ 



Ansprtiche Nr. 



AnsprOehe Nr. 

wefl 69 sich dabei um abhfingige Anspruch. 



Feld li 



.h«,de...di. nicht «,tepreoh«xiSatz2und3derR.fle. 6.4.) ..^^aW 

f^ m^9enb,in,ange.n<^.UH.e.U.c.K,.cter 

Dieint-mation-.R«,h«ch«*eh«rtehatte,„«rte^ 



» von Punkt 3 auf Blatt 1) 



► intemationale AnmeWung mehrere ErfirKiungen enthalt: 



siehe Zusatzblatt 



3. j I Dader Anmeldernureiniaedar*.r*««4«-i 



□ DieZahlungajsatzfioherRecherchengebflhren erfelgte ohne Widerspnioh. 





INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



IrtemationalesAktenzeichenPCT/EP 90/07211 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
interHationale Anmeldung tnehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt. 
namlich: 

1. Anspruche: 1-6,13.14 komplett, und Anspruch 15 partiell 

Epoxidhydrolase aus einem Mikroorganismus der Gattung 
<;treDtomvces . deren Verwendung zur Trennung von „ ^ , 
|poxid-Ena"iomerengemischen. der.Stanin Tu4 von Streptomyces 
ahtibioticus. woraus sich solch eine »yf l^^J" s 

lasst, und Verfahren zur Gewinnung von EP?Ji<l»iyJ^°l"2;„J"^ 
einer KuUur eines Mikroorganismus der Gattung Streptomyces. 

2. Anspruche: 7-12 komplett. und Anspruch 15 partiell 

Verfahren zur Nachweis von Epoxidhydrolase wobei ein 
epoxidhaltiges Substrat mit einem Anal yten inkubiert wird. 
Ind dTs nicht umgesetzte Epoxid mit ^rNitrobenzylpyndin 
(NBP) durch eine Farbreaktion nachgewiesen wird. Verwendung 
dieses Verfahrens zum Machweis von Mikroorganismen mit 
Epoxidhydrolaseaktivitat. und Verfahren Gewinnung von 
Epoxidhydrolasen aus einer Streptomyces Kultur unter 
Anwendung des genannten Nachwei sverf ahrens . 



INTERNATIONALER 

Angaben zu Verdffentiichungfe,. 

Im Recherohenbericht 
angefQhrtes Patentdokument 

WO 9853081 




SnERCHENBERICHT 

Jie zur selben PatentfamiUe gehdren 

Datum der 
Veraffentlichung 

26-11-1998 




Intern! 



'ies Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07211 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentiichung 



EP 0879890 A 25-11-1998 
AU 7677298 A 11-12-1998 
EP 0983367 A 08-03-2000 



Foimblalt PCT/ISA/210 (Anhang Patanlfamiiie}(Jkin 1999 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
^^DEM GEBIET DES PATENTVyHjjk^S 

^ PCT ^ 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

M/40065-PCT 



WEITERES siehe Mitteitung uber die Ubermittlung des intemationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07211 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

26/07/2000 



(Fruhestes) Priontatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

27/07/1999 



Anmelder 



BASF AKTIENGESELLSCHAFT 



Dieser intemationale Recherchenbericht wurde von der Intemationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 Qbermittelt. Eine Kopie wird dem Intemationalen BOro Qbermittell. 

Dieser intemationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt_6 Blatter. 

Pn DarQber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grandlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die intemationale Recherche auf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefQhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeb>en ist. 

I I Die intemationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Obersetzung der intemationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefQhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die intemationale 
Recherche auf der Gmndlage des Sequenzprotokolls durchgefQhrt worden, das 

I I in der intemationalen Anmeldung in Schrifiicher Form enthalten ist, 

I I zusammen mit der intemationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtrSglich in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I P'® Eridamng, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht Qber den Offenbarungsgehalt der 
intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung, daB die in computertesbarer Fonm erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

I I Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
I I Mangelnde Einhettlichkeit der ErHndung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

pn wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[)(] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt, 

— wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses intemationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu ver6ffentlichen: Abb. Nr. - 

I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [ | 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



2. 
3. 



keine der Abb. 



I 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Blatt 1) (Juli 1 998) 



. \ 



I Internationales Aktenzeichen 

INTERNATI^m? RECHERCHENBERICHT ^^'^^^^ 00/07211 




Feld I Beweitaingen zu den Anspruchen. die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB ArtiM 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fur bestimmte AnsprOehe kein Recheichenbericht erstellt: 
1 . I I AnsprOehe Nr. 

wen sie sich auf Gegenstdnde beziehen, zu deren Recherche die Behfirde nicht veipflichtet isf. namlich 



2. I I AnsprOehe 



Nr. 



daB e^e1^,^i|IltetL{S^^^"ll*" tl^^^ul"!^ • vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 

aau erne sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrtwerdenkann, namlich » r- . 



3. I I AnsprOehe Nr. 

weH es sich dabei um abhangige AnsprOehe handett, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemertongen bel mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale Recherehenbehorde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt; 

siehe Zusatzblatt 



^ ■ □ ?JJ^J^:^Z^t^^1l^-t^" zusatzlichen ReoherohengebOhren reohtzeitig entrichtet hat. eistreckt sich dieser 
intemabonale Recherchenbencht auf aile reoherchietbaren AnsprOehe. 

^- H z.l^r^VI-Wh^r^'J;"*'''^!!^^ Arbeitsaufwand durchgefohrt werden konnte. der eine 

zusaUliehe Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung eirwr solchen GebOhr auf^fordert. 



^ Q irtem^^Si^'tfIZr^"J2Llt^^^ RecherchengebOhren rechUeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

AntScte Nr AnsprOehe. fOr die GebOhren entrichtet worden sind. namlich auf die 



^ cZ^^b^iati^fh^^^'^^M^ zi«at2liclien RecherchengebOhren nicht reohtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbencht beschrSnkt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst enwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 



Bemertcungen hinsichtlich eines Widerspnichs Q Die zusatzlichen GebOhren warden vom Anmelder unter Widerspmeh gezahlt. 

I I Die Zahlung zusStzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/ZI 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 




Internationales Aktenzeichen PCT/EP 00 /072 1 1 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestel 1 t , daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: 1-6,13,14 komplett, und Anspruch 15 partiell 

Epoxidhydrolase aus einem Mi kroorgani smus der Gattung 
Streptomyces, deren Verwendung zur Trennung von 
Epoxid-Enantiomerengemischen, der Stamm Tu4 von Streptomyces 
antibioticus, woraus sich solch eine Hydrolase isolieren 
lasst, und Verfahren zur Gewinnung von Epoxidhydrolasen aus 
einer Kultur eines Mi kroorgani smus der Gattung Streptomyces. 

2. Anspruche: 7-12 komplett, und Anspruch 15 partiell 

Verfahren zur Nachweis von Epoxidhydrolase wobei ein 
epoxidhaltiges Substrat mit einem Analyten inkubiert wird, 
und das nicht umgesetzte Epoxid mit 4-Ni trobenzylpyridin 
(NBP) durch eine Farbreaktion nachgewiesen wird. Verwendung 
dieses Verfahrens zum Nachweis von Mi kroorgani smen mit 
Epoxidhydrolaseaktivitat, und Verfahren zur Gewinnung von 
Epoxidhydrolasen aus einer Streptomyces Kultur unter 
Anwendung des genannten Nachwei sverfahrens. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELO 

IPK 7 C12N15/31 



Internationales Aktenzeichen 



, NST ANDES 

yi4 C12P41/00 C12Q1/ 



m 



EP 00/07211 



Nach der Intemationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationaien Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTEGEBIETE 



Recherchierter MindestprQfstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssvntele 1 

IPK 7 C12N C12P C12Q 



Recherchierte aber nicht zum MindestprQfstoff gehdrende Verdffentfichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherdie konsultierte elekkronische DatenbanK (Name der Datenbank und evU. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALSWESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Verfiffentlichung. soweit eifbrderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr 



LUTZ-WAHL SABINE ET AL: "Stereo- and 
regioselective hydroxylation of 
alpha-ionone by Streptomyces strains." 
APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 
Bd. 64, Nr. lO, Oktober 1998 (1998-10). 
Seiten 3878-3881, XP00O946739 
ISSN: 0099-2240 
das ganze Dokument 

ZOCHER FRANK ET AL: "A col ori metric assay 
suitable for screening epoxide hydrolase 
activity. " 

ANALYTICA CHIMICA ACTA, 

Bd. 391, Nr. 3, 4. Juni 1999 (1999-06-04). 
Seiten 345-351, XP000946717 
ISSN: 0003-2670 
das ganze Dokument 
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Weltere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen 

■A" Ver6ffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
■E" atteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 

Anmeidedotum verOffentlicht worden ist 

•L' Veraffentfichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das VerOffentlichungsdalum einer 
anderen im Recherehenberichtgenannten Verdffentlichung belegtwerden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefQhrt) 

"O" Verfiffentiichung, die sich auf eine mOndliche Offenbarung, 
•a. . Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
P Veraffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 



"T" Spatere Verdffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinztps oder der Ihr zugnindeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X* Veraffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein au^rund dieser Verfiffenttichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

*Y* Veraffentfichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung I 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veraffentlichung mrt etner oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fOr einen Fachmann naheliegend ist 



3. Oktober 200Q 


Absenctedatum des intemationalen Recherchenberichts 
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C.(Fortsetzung) ALSWESENTUCh 



^ENE UNTERLAGEN 



Bezeichnung derVerdffenS 



soweil erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Tefle 



J Interns 



Internationales Aktenzeichen 

J/EP 00/07211 



I Betr. Anspruch Nr. 



RINK R ET AL: "PRIMARY STRUCTURE AND 
itltkr.li MECHANISM OF THE EPOXIDE 
HYDROUSE FROM AGROBACTERIUM RADIOBACTER 

JOURNAL OF BIOLOGICAL 
CHEMISTRY,US,AMERICAN SOCIETY OF 
gJOLOGICAL^CHEMISTS. BALTIMORE. MD. 

6. Jum'l997 (1997-06-06). Seiten 
14650-14657, XP002063249 
ISSN: 0021-9258 

Seite 14651, rechte Spalte, Absatz 3 

ARCHELAS A ET AL: "Epoxide hydrolases: 
new tools for the synthesis of fine 
organic chemicals" 
TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, GB, ELSEVIER 
PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, '^''^'-^'^^^^'^ 

fo^^^'^Hr* J* ^' ^^""2 1998 (1998-03-01). 
Seiten 108-116, XPO04108588 
ISSN: 0167-7799 
das ganze Dokument 

WO 98 53081 A (JANSSEN DICK BAREND -LUTJE 
SPELBERG JEFFREY HARALD (NL); rFSk RiS) 
26. November 1998 (1998-11-26) 
Seite 10, Zeile 10 - Zeile 27; Abbildung 3 

'IWs 1} ^toxi^el^^^^^^ 

J£b\^s"h'e5^%m1IS:^"''^'''^^" ''''''' 

li'J' !l'o;,^' ^' "^""i' 1995 (1995-06-01). 
Seiten 1261-1272, XP004048169 
ISSN: 0957-4166 
das ganze Dokument 

ARCHER I V J: "Epoxide Hydrolases as 
Asymmetric Catalysts" 
TETRAHEDRON, NL, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS, AMSTERDAM. 
Bd. 53, Nr. 46, 

17. November 1997 (1997-11-17) Seiten 
15617-15662, XP004106413 
ISSN: 0040-4020 

Seite 15638, Absatz 5 -Seite 15644, Absatz 
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Betr. Ansprueh Nr. 


A 


WEIJERS CAREL A G M ET AL: "Epoxide 
hydrolases from yeast and other sources: 
versatile tools in biocatalysis. " 
JOURNAL OF MOLECULAR CATALYSIS B 

CMTVM ATT 

Bd. 6, Nr. 3. 11. Marz 1998 (1998-03-11), 
Seiten 199-214, XPO00946716 
ISSN: 1381-1177 
das ganze Dokument 
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ZOCHER F ET AL: "Epoxide hydrolase 
activity of Streptomyces strains" 
JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, NL, ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM, 
Bd. 77, Nr. 2-3, Februar 2000 (2000-02), 
Seiten 287-292, XP004185827 
ISSN: 0168-1656 
das ganze Dokument 
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Angaben zu VerOffentlichungen. die zursefcen Patentfemilie gehflren 



Im Recherchenbericht 
angefOhrtes Patent(tokunnen1 



Datum der 
Verdffentlichung 



Mitgtied(erj _ 
Patentfamilte 



I Intem 
^^^^^^ 



Internationales Aktenzeichen 

€T/EP 00/07211 



Datum der 
VerSffentiiehung 



WO 9853081 



26-11-1998 



EP 
AU 
EP 



0879890 A 
7677298 A 
0983367 A 



25-11-1998 
11-12-1998 
08-03-2000 



FoimWan PCT/ISA/210 (Anhano PatenttamitiaHJuli 1992) 



VERTRAG UBER 



INTERNATIONALE ZUS 
GEBIET DES PATENTWES^ 



ENARBEIT AUF DEM 
S 



PCT REC'D 1 2 NOV 2001 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFONGSBERtpHT _ 

(Artlkel 36 und Regel 70 PCT) T S 



Aktenzeichen des Anmeiders Oder Anwalts 
M/40065-PCT 


siehe Mittellung Ober die Ubersendung des intemationaJen 
WEITERES VORGEHEN vortaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/0721 1 


Internationales Anmeldedatum ^a^^ona^C/a/^r^ 
26/07/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
27/07/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation utKf IPK 
C12N15/31 



Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT et al. 

1 . DIeser Internationale vorlaufige PrQfungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen PrQfung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artlkel 36 Qbermlttelt. 



2. DIeser BE RIGHT umfaBt insgesamt 6 BlStter eInschlieBlich dieses Deckblatts. 

^ AufBerdenn liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert warden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der VenA^altungsrichttinten zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen Insgesamt 3 Blatter. 



3. DIeser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



1 




Grundlage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


ill 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit. erfinderlsche Tatigkeit und gewerbllche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheltllchkelt der Erfindung 


V 




BegrOndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 


VIM 




Bestimmte Bemerkungen zur Intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
21/02/2001 


Datum der Fertlgstellung dieses Berichts 
07.11.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Priifung beauftragten Beh6rde: 

^ Europaisches Patentamt 
^™ D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 eomu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


BevolImSchtlgter Bedlensteter ^^^r55s;;>N. 

Strobe!. A {| M }) 

^ ^ ^ 

Tel. Nr. +49 89 2399 7362 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

prOfungsbericht , » . 

Internationa les Aktenzeichen PCT/EPOO/0721 1 

I. Grundlage des Beriehts 

1-14 



ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

eingegangen am 

Zeichnungen, Blatter: 

^^^"^^^ ursprungliche Fassung 



15/10/2001 mit Schreiben vom 15/10/2001 



unter dtesem Punkt ntehls anderi ang^^Ts^ Vertugung ode, wurten m dieser elngenelchl. s»lem 

° t^%T *' '".-asonalen Reohe^he elngereK*. »,«en la ,„ach 

n die Vertiffenlllchungseprache der InMmationalen Anmeldung (nach Regel 48 3(b)) 

in der intemationalen Anmeldung in schriftllcher Form enthalten 1st 

zusammen mrt der intemationalen Anmeldung In computerlesbarer Fom, eingereicht worden ist 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Fom» eingereicht worden ist. . 
bel der Behorde nachtraglich In computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

° ^g^er^sKren^szreX'r"^'""^^^^^ 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



Fonnblatt PCT/lPEA/409 (FeWer l-Vlll. Blatt i) (JuB 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/0721 1 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Rege! 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hlnslchtlich der Neuhelt, der erfinderlschen Tatlgkeit und 
gewerbllchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit(N) Ja: Anspruche 1-3,5-16 

Nein: Anspruche 4 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-16: Nein 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
slehe Beiblatt 

VIII. Bestlmmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden. ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatl PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlll, Blatt 2) (Juli 1998) 



Zu Punkt I 

Grundlage des Bescheides 

Die beanspruchte Prioritat scheint giiltig zu sein. 

Der neue Anspruchssatz erfullt die Anforderungen von Artikel 34(2)b PCT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Durch die Aufnahme des Merkmals "Streptomyces" in unabhangigen Anspruch 7 ist der 
Einwand mangelnder Einheitlichkeit behoben. 

Es wird auf folgende Dokument venA^iesen: 

D1 : LUTZ-WAHL SABINE ET AL, APPLIED AND ENVIRONMENTAL 
MICROBIOLOGY. Bd. 64, Nr. 10, Oktober 1998 Seiten 3878-3881 

D2: ZOCHER FRANK ETAL.ANALYTICACHIMICA ACTA, Bd. 391 Nr 3 4 
Juni 1999 (1999-06-04), Seiten 345-351 

D3: RINK R ET AL:. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY Bd. 272 Nr 23 
6. Juni 1997 Seiten 14650-14657 

1 . Neuheit (Nichterf iillung von Artikel 33(2) PCT) 
Anspruch 4 ist nicht neu 

D1 beschreibt den Streptomyces antibiotlcus Stamm Tu4, den die Anmelderin 
unter der Nummer DSM 12925 bei der DSMZ hinterlegt hat. Nach D1 ist dieser 
Stamm Bestandteil der Sammlung des Institute fiir Mikrobiologie/Biotechnologie 
der Universitat Tubingen (D1 , Abstract, Seite 3878. rechte Spalte. erster Absatz) 
Damit ist der besagte Stamm offenbart und der Offentlichkeit zuganglich. da es 
der wissenschaftlichen Praxis entspricht. veroffentlichtes Material anderen 
zuganglich zu machen. In der Anieitung fiir Autoren von "Applied and 
Environmental Microbiology", der 01 veroffentlichenden wissenschaftlichen 
Zeitschrift, wird ausdrucklich festgelegt. dal3 neu beschriebenes biologisches 
Matenai. u.a. Bakterienstamme, entweder von den Autoren in einer staatlichen 
Sammlung hinterlegt oder Mitglledem der wissenschaftlichen Gemeinschaft 



Foimblatt PCT/BeiblatW409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 
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zuganglich gemacht werden miissen. Im ubrigen ist es fur die regionale Phase an 
der Anmelderin nachzuweisen, daB der Stamm TO 4 (DSM 12925) der 
wissenschaftlichen Offentlichkeit nicht zuganglich war. 

2. Erfinderische Tatigkeit: Anspruche 5-16 sind nicht erfinderisch 

2. 1 Anspruche 1 -3, 5, 6, 11 -1 3 und 1 4-1 6 

Besagte Anspruche beziehen sich auf eine Epoxidhydrolase, ein Verfahren zur 
Trennung von Epoxid-Enantionmerengemischen bzw. zur enantioselektiven 
Hydrolyse von Epoxiden mittels u.a. einer Epoxidhydrolase aus Streptomyces und 
schlieBlich die Venvendung von Mikroorganismen der Gattung Streptomyces zur 
Gewinnung von Epoxidhydrolasen. Besagte Epoxidhydrolasen sind jedoch nicht 
offenbart (slehe VIII. 1). Aus diesem Gmnd sind Anspruche 5, 6, und 1 1-16 nicht 
erfinderisch (Artikel 33(3) PCT. 



2.2 Anspruche 7-10 

Im Lichte des relevanten Stands der Technik, der durch die Dokumente D2 und 
D3 gebildet wird, ist die Anspruch 7 zugrunde liegende Aufgabe die Bereitstellung 
einer Methode zum Nachweis fur Epoxidhydrolasen aus Streptomyces. Die 
Losung dafur liegt in der Anwendung des NBP-basierten kolorimetrischen 
Nachwelsverfahrens auf Streptomyceslysate Oder -Zellen oder Fraktionen des 
Lysats. Diese Losung ist trivial, da sie der Fachmann sofort auf Streptomyceten 
anwenden wurde. Dies bedeutet nicht, daB der Fachmann dabei eine ex post 
Analyse vornehmen wiirde. Vielmehr muB der Fachmann naturiich die zu losende 
Aufgabe kennen, wie soeben ausgefiihrt wurde. 
Anspruch 10 entspricht also nicht Artikel 33(3) PCT. 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Anspruche 1 -3, 5, 6, sowie 1 3-1 5 geniigen nicht Artikel 5 PCT 

Besagte Anspruche beziehen sich auf eine Epoxidhydrolase aus einem 
Mikroorganismus der Gattung Streptomyces. Die Anmeldung offenbart jedoch 
nicht. wie besagtes Produkt zu erhalten ist. Im ubrigen fehit den Anspriichen 1-3 



Foimblatt PCT/Beiblatt/409 (Hatt 2) (EPA-Apiil 1997) 
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auch die Neuheit, weil sie kein technisches Merkmal enthalten, daB sie von 
bereits bekannten Epoxidhydrolasen abgrenzen konnte. Die gesamte Anmeldung 
beschreibt lediglich Epoxidliydrolaseaktivitaten entweder in unfraktionierten 
Bakterienzellen oder in unaufgearbeiteten Fraktionen solcher Bakterienzellen, 
wobei diese Fraktionen angereichert sind mit der Epoxidhydrolaseaktivitat. Es 
steht nicht einmal fast, ob besagte Aktivitat auf ein oder mehrere Enzyme 
zuruckzufuhren 1st. In Beispie! 4 untemimmt die Anmelderin eine partielle 
Reinigung dieser enzymatischen Aktivitat, aber ohne das gereinigte Enzym 
bereitzusteilen. 

Dem Fachmann fehit damit Jede Anieitung, urn das beanspruchte Produkt ohne 
erhebiichen experlmentellen Aufwand zu erhalten. 

Die mangelnde Offenbarung erstreckt sich auch auf die Verfahrensanspruche 5 
und 6 sowie 11-16, die sich auf die Epoxidhydrolase der Anspruche 1-3 beziehen. 



Foimblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 
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Patentanspriiche 

1. Epoxidhydrolase (B.C. 3.3.2.3) aus einem Mikroorganismus der 
5 Gattung Streptomyces sp. 

2. Epoxidhydrolase nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch wenig- 
stens sine der folgenden Eigenschaften: 

10 a) hydrolytische Epoxidspaltung eines Styroloxids, und we- 

nigstens einer weiteren Verbindung ausgewShlt unter 
3-Phenyl-ethylglycidaten, n-Hexan-l,2-oxiden, n-De- 
can-l,2-oxiden und Indenoxiden; 

15 b) omsetzung eines Racemats von Styroloxid mit einer Enan- 

tioeselektivitat E > 2 zu (S)-Phenyl-l,2-ethanol. 

3. Epoxidhydrolase isoliert aus Bakterien der Gattung Streptomy- 
ces sp., insbesondere aus der Art S. griseus, S. thermovulga- 

20 ris, S. antibioticus, S. arenae und S. fradiae, vorzugsweise 

aus den Stammen Streptomyces griseus (DSM 40236 und DSM 
13447), streptomyces thermovulgaris (DSM 40444 und DSM 13448) 
Streptomyces antibioticus Tii 4 (DSM 12925), Strepromyces are- 
nae Ta495 (DSM 40737 und DSM 12134) Oder Streptomyces fra- 

25 diae Tti 27 (DSM 12131). 

4. Streptomyces antibioticus Tii 4 hinterlegt bei der DSMZ unter 
der Hinterlegungsntimmer DSM 12925. 

30 5. verfahren zur Trennung von Epoxid-Enantiomerengemischen, da- 
durch gekennzeichnet, daJ3 man 

a) ein Epoxid-Enantiomerengemisch, welches ein Epoxidhydro- 
lase-Substrat umfasst, mit einer Epoxidhydrolase gemafl 
35 einem der AnsprUche 1 bis 3, einem Mikroorganismus der 

Gattung Streptomyces sp., einem Epoxidhydrolase-haltigen 
Homogenat davon oder einer Fraktion dieses Homogenates 
inkubiert; 

40 b) das Enantiomerengemisch, vorzugsweise bis zur Einstellung 

des Reaktionsgleichgewichtes, umsetzt; und 

c) das Reaktionsgemisch auftrennt. 

45 



GEAENDERTES BLATT 



EP0007211 

15-10-2001 0050/50521 



10 



c) 
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6 verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
ein Enantiomerengemisch eines Epoxids umsetzt, das ausge- 
wahlt ist unter styroloxiden, 3-Phenylglycidaten, He- 
xan-l,2-oxiden, Decan-l,2-oxiden und Indenoxiden. 

7. Nachweis verfahren fiir Epoxidhydrolase, wobei man 

a) einen Analyten, in welchen man EpoxidhydrolaseaktivitSt 
vermutet, mit einem epoxidhaltigen Substrat fur die Epo- 
xidhydrolase unter Reaktionsbedingungen inkubiert, wobei 
der Analyt ein Bakterium aus der Gattung Streptomyces 
sp., ein Homogenat davon oder eine Fraktion dieses Homo- 
genates ist; 

15 b) mit nicht umgesetztem Epoxid in Anwesenheit von 4-Hitro- 

benzylpyridin (NBP) eine Farbreaktion durchfiihrt; und 

den Ansatz aus. Schritt b) auf Abnahme der Farbstof f kon- 
zentration, relativ zu einem Epoxidhydrolase-frexen Kon- 
20 trollansatz analysiert. 

8 verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man 
die relative Abnahme der Farbstof fkonzentration quantitativ 
bestimmt und daraus die EpoxidhydrolaseaktiviSt im Analyten 

25 ermittelt. 

9 verfahren nach einem der Anspruche 7 und 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das epoxidhaltige Substrat Styroloxid, 3-Phe- 
nylglycidat, Hexan-l,2-oxid und/oder Indenoxid in enantiome- 

30 renreiner Form oder ein Enantiomerengemisch davon ist. 

10 screening-Verfahren zum Kachweis von Mikroorganismen mit Epo- 
xidhydrolaseaktivitat und/oder mit der Bef ahigung zur enan- 
tioselektiven Hydrolyse von Epoxiden, umfassend ein Nachweis- 

35 verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9. 

11. verwendung einer Epoxidhydrolase gemSfl einem der Anspruche 1 
bis 3, eines Mikroorganismus der Gattung Streptomyces sp. , 
eines Epoxidhydrolase-haltigen Homogenates davon oder einer 

40 Fraktion dieses Homogenates zur enantioselektiven Hydrolyse 

von Epoxiden. 

12. verwendung einer Epoxidhydrolase gemafl einem der Anspruche 1 
bis 3, eines Mikroorganismus der Gattung Streptomyces sp., 

45 eines Epoxidhydrolase-haltigen Homogenates davon oder einer 
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Fraktion dieses Homogenates zur enantioselektiven Herstellung 
von Hydroxiden aus den korrespondierenden Epoxiden. 

13 . Verf ahren zur Gewinnung von Epoxydhydrolasen (E.C. 3.3.2.3), 
5 dadurch gekennzeichnet , dai3 man 

a) aus einer Kultur eines Mikroorganismus der Gattung Strep- 
tomyces sp. ein Zellhomogenat herstellt; 

10 b) das Homogenat fraktioniert, wobei man die erhaltenen 

Fraktionen auf Epoxidhydrolase-AktivitSt, gegebenenf alls 
unter Anwendung eines Nachweisverfahrens gemaB einem der 
Anspriiche 7 bis 9, testet; und 

15 c) Fraktionen mit Epoxidhydrolase-Aktivitat vereinigt und 

gegebenenfalls weiter f raktioniert . 

14. Verwendung eines Mikroorganismus der Gattung Streptomyces sp. 
zur Gewinnung einer Epoxidhydrolase (E.C. 3.3.2.3). 

20 

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei die Epoxidhydrolase durch 
wenigstens eine der folgenden Eigenschaften gekennzeichnet 
ist; 

25 a) hydrolytische Epoxidspaltung eines Styroloxids, und we- 

nigstens einer weiteren Verbindung ausgewahlt unter 
3-Phenyl-ethylglycidaten, n-Hexan-1, 2-oxiden, n-De-- 
can-l,2-oxiden und Indenoxiden; 

30 b) Umsetzung eines Racemats von Styroloxid mit einer Enan- 

tioeselektivitat E > 2 zu (S)-Phenyl-l,2-ethanol. 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15^ wobei die Epoxidhydro- 
lase aus Bakterien der Gattung Streptomyces sp., insbesondere 

35 aus der Art S. griseus, S. thermovulgaris, S- antibioticus , 

S. arenae und S. fradiae, vorzugsweise aus den stammen Strep- 
tomyces . griseus (DSM 40236 und DSM 13447), Streptomyces ther^ 
movulgaris (DSM 40444 und DSM 13448) Streptomyces antibioti- 
cus Tii 4 (DSM 12925), Strepromyces arenae Tu495 (DSM 40737 

40 und DSM 12134) oder Streptomyces fradiae Tii 27 (DSM 12131), 

gewonnen wird. 



45 
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international application as filed has been fiimished. 
I 1 The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been fiimished. 
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I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 

* ^ — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

♦ Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as *' originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70. i 6 
and 70. 1 7), 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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I. Basis of the report 

1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement siieets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "<»iginally filed" and are not annexed to the report sirwe they' do not contain amendments,): 

The claimed priority appears to be valid. 

Therefore the new claim set meets the requirements of PCT 
Article 34 (2) (b) . 
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2. 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 
Citations and explanations 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-3, 5-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



The addition of the feature " Streptomyces" to independent 
Claim 7 redresses the objection relating to a lack of 
unity of invention. 

This report makes reference to the following documents: 
Dl; LUTZ-WAHL SABINE ET AL, APPLIED AND 
ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Vol. 64, No. 10, October 
1998, pages 3878-3881 

D2: ZOCHER FRANK ET AL, ANALYTICA CHIMICA ACTA, Vol. 
391, No. 3, 4 June 1999 (1999-06-04), pages 345-351 
D3: RINK R ET AL, JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
Vol. 272, No. 23, 6 June 1997, pages 14650-14657. 

1. Novelty (Non-fulfillment of (PCT Article 33(2)) 
Claim 4 lacks novelty 

Dl describes the Streptomyces antihioticus strain 
Tu4, which the applicant has deposited with the DSMZ 
under DSM number 12925. According to Dl, this strain 
is part of the collection of the Institute for 
Microbiology and Biotechnology at the University of 
Tubingen (Dl, abstract, page 3878, right-hand 
column, first paragraph) . Thus said strain is 
disclosed and available to the public, since it 
corresponds to scientific practice to make published 
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material available to others. The instructions for 
authors in "Applied and Environmental Microbiology", 
the scientific journal which published Dl, clearly 
stipulate that newly described biological material, 
including strains of bacteria, have to be either 
deposited by the authors in a national collection or 
made available to members of the scientific 
community. Also, the applicant must demonstrate for 
the regional phase that the strain Tu 4 (DSM 12925) 
was not available to the scientific community. 

2. Inventive step: Claims 5-16 lack an inventive step 

2.1 Claims 1-3, 5, 6, 11-13 and 14-16 

These claims relate to an epoxide hydrolase, a 
method for separating epoxide enantiomer mixtures or 
for enantio-selective hydrolysis of epoxides using, 
inter alia, an epoxide hydrolase of Streptomyces, 
and finally, to the use of microorganisms of the 
genus Streptomyces for producing epoxide hydrolases. 
However, said epoxide hydrolases are not disclosed 

(see Box VIII, point 1) . For this reason. Claims 5, 

6, and 11-16 lack an inventive step. 



2.2 Claims 7-10 

In light of the relevant prior art, which is 
represented by D2 and D3, the problem to be solved 
by Claim 7 is that of providing a method for 
detecting epoxide hydrolases of Streptomyces. The 
solution to the problem in question consists in 
using the NBP-based colorimetric detection method 
Streptomyces lysates or cells, or on fractions of 
the lysate. This solution is trivial, since a pers 
skilled in the art would immediately apply this to 
streptomycetes. This does not mean that a person 
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skilled in the art would thereby carry out an ex- 
post facto analysis- Rather, a person skilled in the 
art naturally has to know the problem to be solved, 
as was just indicated. 

Therefore Claim 10 does not correspond to PCT 
Article 33(3) . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Claims 1-3, 5, 6, and 13-15 do not satisfy PCT 
Article 5. 

These claims relate to an epoxide hydrolase from a 
microorganism of the genus Streptomyces . However, 
the application does not disclose how said product 
can be obtained. Also, Claims 1-3 lack novelty, 
because they contain no technical feature that could 
delimit them over the epoxide hydrolases already 
known. The entire application describes only epoxide 
hydrolase activities, either in unfractioned 
bacteria cells or in non-transformed fractions of 
such bacteria cells, these fractions being enriched 
by the epoxide hydrolase activity. It is not even 
clearly indicated whether said activity can be 
attributed to one or a plurality of enzymes. In 
Example 4, the applicant undertakes a partial 
purification of this enzymatic activity, but without 
providing the purified enzyme. 

Thus a person skilled in the art lacks any and all 
instruction on how to obtain the claimed product 
without considerable experimental cost. 
The insufficient disclosure extends also to method 
Claims 5, 6 and 11-16, which relate to the epoxide 
hydrolase of Claims 1-3. 
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FURTHER INFORMATION PCT/ISA^I Q " 

The International Searching Authority found that this international Application 
contains several inventions or groups of inventions, as follows: 



Claims Nos.: 1-6, 13. 14 completely, and claim partially 

Epoxide hydrolases from a microorganism of the genus Streptomyces. the use 
thereof for the separation of epoxide-enantiomer mixtures, the strain T04 of 
Streptomyces antibioticus from which a hydrolase can be isolated, and a 
method for obtaining epoxide hydrolases from a culture of a microorganism of 
the genus Streptomyces. 



2. 



Claims Nos.: 7-12 completely, and claim 15 partially 



Method for screening epoxide hydrolase according to which an epoxlde- 
containing substrate is incubated together with an analyte and the non-reacted 
epoxide is detected with 4.nltrobenzyl pyridine (NBP) by color reaction. Use of 
said method for detecting microorganisms that have epoxide hydrolase activity, 
and method for obtaining epoxide hydrolases from a Streptomyces culture using 
said screening method. 
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